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  1 
1 Einleitung 
1.1 Das Immunsystem 
Unser Organismus wird täglich mit einer Vielzahl von potentiell infektiösen Mikroorganismen 
wie Viren, Bakterien, Pilzen und Parasiten konfrontiert. Das Immunsystem ermöglicht hierbei 
durch die Erkennung und die spezifische Abwehr der eindringenden Pathogene einen geziel-
ten Schutz vor der Ausbreitung und der Manifestation von Infektionen in unserem Körper. 
Dabei ist es von essentieller Bedeutung, dass das Immunsystem in der Lage ist, zwischen 
körpereigenen und körperfremden Strukturen zu unterscheiden. Um eine optimal abgestimm-
te Abwehrreaktion des Körpers zu gewährleisten, besteht das Immunsystem aus zwei mitei-
nander kooperierenden Systemen: dem sofort verfügbaren angeborenen (unspezifischen) 
und dem verzögert einsetzenden adaptiven (spezifischen) Immunsystem. 
Das angeborene Immunsystem ist für die unspezifische, sehr schnelle Abwehrreaktion des 
Körpers gegen ein Pathogen verantwortlich und stellt den phylogenetisch ältesten Teil der 
Immunabwehr dar. Zum Schutz vor dem Eindringen eines Erregers und dessen Elimination 
existieren sowohl epitheliale Barrieren, wie Haut oder Schleimhäute, als auch humorale Ab-
wehrmechanismen, wie die Aktivierung des Komplementsystems, sowie die Produktion von 
Akut-Phase-Proteinen und Zytokinen, die von zellulären Effektoren des angeborenen Im-
munsystems sezerniert werden. Zu den zellulären Effektoren werden Makrophagen, Gra-
nulozyten, Mastzellen, Natürliche Killer-Zellen (NK-Zellen) und dendritische Zellen (DC, 
dendritic cell) gezählt. Das adaptive Immunsystem besteht aus B- und T-Lymphozyten, die in 
der Lage sind, durch die Produktion von Antigen-spezifischen Antikörpern (AK) durch akti-
vierte B-Zellen und einer T-Zell-vermittelten Abwehrreaktion, eine hoch spezifische Immun-
antwort zu generieren und den Krankheitserreger, der dem angeborenen Immunsystem ent-
kommen ist, zu eliminieren. Die Aktivierung und die Induktion einer klonalen Proliferation der 
Lymphozyten erfolgt über die Erkennung der Pathogene durch hoch spezifische membran-
ständige AK auf B-Zellen sowie über Antigen-spezifische Rezeptoren auf T-Zellen (TCR, T-
cell-receptor), die während der Entwicklungsphase durch somatische Rekombination des 
Erbmaterials entstehen und somit keinem genetischem Vererbungsmuster unterliegen. Sie 
weisen daher eine hohe Spezifität und Diversität auf, die eine Detektion einer Vielzahl von 
Pathogenen möglich macht [1-3]. 
 
1.2 Die Rolle dendritischer Zellen im Immunsystem 
Dendritische Zellen gehören, neben Makrophagen, Monozyten und B-Lymphozyten, zu den 
professionellen Antigen-präsentierenden Zellen (APC, antigen-presenting cell), die den 
Schnittpunkt der zwei kooperierenden Immunsysteme bilden. Die APCs steuern und modu-
lieren das Ausmaß und den Beginn der adaptiven Immunantwort, indem sie detektierte und 
prozessierte Pathogene den Zellen des adaptiven Immunsystems in sekundären Lymphor-
ganen präsentieren und diese somit zur Proliferation und Differenzierung anregen [1, 2, 4].    
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1.2.1 Charakterisierung von dendritischen Zellen 
Dendritische Zellen sind in zahlreichen Oberflächengeweben und Schleimhäuten des Kör-
pers wie der Haut, dem Respirations- und Gastrointestinaltrakts, sowie den weiblichen Geni-
talorganen lokalisiert. Sie zeichnen sich durch eine sternförmige Gestalt mit mobilen Zyto-
plasmafortsätzen (Dendriten) aus, die ihnen eine optimale Detektion von Pathogenen ermög-
lichen [5-7]. Im menschlichen Körper differenzieren unreife DCs (iDC, immature DC) aus 
Monozyten. Sie unterscheiden sich von ihren Vorgängern durch die Herabregulation des für 
Monozyten typischen Oberflächenantigens CD (cluster of differentiation) 14 und die verstärk-
te Expression von CD1a [8]. Spezifische Strukturen der eingedrungenen Erreger, wie z.B. 
Lipopolysaccharid (LPS), Flagellin, sowie unmethylierte CpG (Cytosin-Phosphat-Guanin)-
DNA [8-10], werden von den iDCs über verschiedene Mustererkennungsrezeptoren (PRR, 
pattern recognition receptor) erkannt. Dies stimuliert die iDCs dazu, Pathogene über Pino- 
und Phagozytose aufzunehmen, diese in Lysosomen zu zerstören und zu prozessieren, um 
sie über Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC, major histocompatibility complex) -II- Mole- 
külen auf ihrer Zelloberfläche präsentieren zu können. Dieser Prozess induziert die Reifung 
von unreifen zu reifen DCs (mDC, mature DC) [4, 11-13]. Allerdings induziert nicht nur die 
Exposition und Erkennung von mikrobiellen Komponenten die Reifung von DCs, sondern es 
führt auch die Inkubation von iDCs mit proinflammatorischen Zytokinen wie Tumornekrose-
faktor (TNF), Interleukin (IL)-1β und IL-6 [14] sowie die Interaktion von iDCs mit aktivierten T-
Zellen über CD40L (CD154) [15] zur einer effizienten DC-Reifung.   
Im Zuge der Aktivierung der DCs verlieren diese ihre Fähigkeit der Antigenaufnahme, sind 
dann aber in der Lage das Antigen verstärkt zu präsentieren, welches sie im „Entzündungs-
herd“ aufgenommen haben [16]. Die DC-Reifung zeichnet sich durch die Hochregulation ko-
stimulatorischer Moleküle wie CD80, CD86 und CD40, des DC-Reifungsmarkers CD83 so-
wie der verstärkten Expression peptidbeladener MHC-II-Moleküle und bestimmter Chemokin-
rezeptoren aus. Dies reguliert die Migration der DCs in die sekundären Lymphorgane wie die 
Lymphknoten und gewährleistet eine effiziente Antigenpräsentation gegenüber den dort loka-
lisierten naiven T-Zellen [5, 8, 17, 18]. Durch die Sekretion verschiedener proinflammatori-
scher Zytokine wie IL-1β, TNF, IL-8 sowie IL-12 durch reife DCs wird sowohl die Generierung 
einer adaptiven Immunantwort eingeleitet und naive T-Lymphozyten zur klonalen Expansion 
und Differenzierung angeregt [5, 19], als auch neutrophile Granulozyten rekrutiert und Gefä-
ßendothelien aktiviert. Dies hat eine erhöhte Gefäßpermeabilität, ein Einwandern von Im-
munzellen in das Gewebe und eine z.T. lokale Gewebszerstörung zur Folge [1, 2, 5].  
Unter dem Einfluss von immunsuppressiven Molekülen, wie IL-10 und TGF (transforming-
growth factor)-β, entwickeln sich jedoch aus unreifen DCs sogenannte tolerogene DCs (TDC, 
tolerogenic DC), die durch die Sekretion von antiinflammatorischen Zytokinen an der Gene-
rierung der peripheren Toleranz beteiligt sind und der proinflammatorischen Immunantwort 
entgegenwirken [20-23]. Da die Gewinnung von DCs aus humanem Blut nur bedingt möglich 
ist, werden iDCs in vitro durch die Stimulation mit IL-4 und GM-CSF (granulocyte/macro- 
phage colony-stimulating factor) aus humanen Monozyten gewonnen [24].  
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1.2.2 Detektion von Pathogenen durch dendritische Zellen 
DCs erkennen eingedrungene Pathogene anhand von spezifischen Strukturen, den soge-
nannten PAMPs (pathogen associated molecular pattern), die für die Pathogenität und das 
Überleben eines Erregers essentiell sind. Diese werden über die sogenannten PRRs detek-
tiert, welche in der Keimbahn kodiert sind, wodurch ihre Spezifität genetisch festgelegt ist. 
Sie sind sowohl intra- als auch extrazellulär lokalisiert, um eine optimale Detektion einer 
Vielzahl von pathogenen Strukturen zu gewährleisten und werden unter anderem auf APCs 
exprimiert. Als einige wichtige Vertreter der PRRs sind „Toll-like“-Rezeptoren (TLRs), „NOD-
like“-Rezeptoren (NLRs), „RIG-like“-Rezeptoren (RLRs) und „C-type-lectin-like“-Rezeptoren 
(CLRs) zu nennen [4, 11, 25].  
 
1.2.2.1 „Toll-like“-Rezeptoren 
Es existieren insgesamt elf verschiedene humane TLRs, die sowohl intrazellulär in Endo- 
oder Lysosomen (TLR 3, 7, 8, 9), als auch auf der Zelloberfläche (TLR 1, 2, 4, 5, 6, 10, 11) 
lokalisiert sind und die Erkennung unterschiedlichster PAMPs ermöglichen. Sie werden so-
wohl auf hämatopoetischen Zellen, wie DCs, T- und B-Zellen, Makrophagen und NK-Zellen, 
als auch auf nicht-hämatopoetischen Zellen wie dem Endothel, dem Epithel, dem Organpa-
renchym und auf Fibroblasten exprimiert [25]. 
TLRs bestehen als Typ 1 Transmembranproteinen aus einer Leucin-reichen Region (LRR, 
leucin-rich region), die den Liganden bindet, einer zentralen Transmembrandomäne und ei-
ner zytoplasmatischen „Toll-Interleukin-1-Rezeptor“ (TIR)- Domäne [26]. Nach Interaktion der 
Leucin-reichen Region mit einem Liganden erfolgt, je nach Art des TLRs, die Zusammenla-
gerung der TLRs zu Homo- oder Heterodimeren. Über die Rekrutierung von intrazellulären 
Adaptorproteinen resultiert die Aktivierung verschiedener Signalwege, wie der NFκB (nukleä-
rer Faktor κB)-Signalkaskade, die zur Induktion von Effektorfunktionen der Zelle führt [25]. 
Hauptfunktion der Signalübermittlung über TLRs liegt in der Induktion der Phagozytose, der 
Antigenpräsentation, der Zytokinproduktion und der DC-Reifung [27, 28]. Zu den von TLRs 
erkannten Strukuren gehören beispielweise Lipoproteine und Lipoteichonsäuren, Zymosan, 
virale oder bakterielle DNA oder RNA, unmethylierte CpG-DNA, sowie auch Flagellin oder 
LPS (siehe Abbildung 1.1) [25]. 
LPS ist Hauptbestandteil gramnegativer Bakterien und besteht aus einer O-spezifischen Po-
lysaccharidkette, einem Core-Anteil und dem bei Zerfall des Bakteriums als Endotoxin wir-
kender Lipid-A-Anteil. Es wird durch den „Toll-like“-Rezeptor 4 (TLR4) vom Immunsystem 
erkannt [29, 30]. Im Blutserum wird LPS an das LPS-bindende Protein (LBP) gebunden, wel-
ches als Lipidtransferase LPS auf das zellgebundene CD14 überträgt. CD14 bindet dabei an 
das myeloide Differenzierungsprotein-2 (MD2), welches mit der extrazelluären Domäne von 
TLR4 in Verbindung steht, wodurch ein LPS-MD-2-TLR4-Komplex entsteht [31, 32].  
Flagellin wird als Bestandteil der Bakteriengeißel von TLR5 detektiert und bindet im Gegen-
satz zu LPS direkt an seinen Rezeptor [33]. Über die Transmembrandomäne vermittelt, führt 
die Bindung der PAMPs an ihren jeweiligen Rezeptor zur Induktion der TLR-Signalkaskade. 
Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB bewirkt hierbei die Transkription von Genen 
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sowohl proinflammatorischer Zytokine wie TNF, IL-1β, IL-6, IL-8 und IL-12 als auch antiin-
flammatorischer Zytokine wie z. B. IL-10 [17, 25, 34-36].  
 
                  
 
 
 
Abbildung 1.1: Humane „Toll-like“-Rezeptoren und ihre Liganden 
Es existieren 11 humane „Toll-like“-Rezeptoren (TLRs), die sowohl extrazellulär in der Plasmamembran verankert 
als auch intrazellulär lokalisiert sind. Sie dienen der Erkennung einer Vielzahl bakterieller, viraler und parasitärer 
Komponenten. Weitere Abkürzungen: LPS: Lipopolysaccharid, ss: einzelsträngig (single), ds: doppelsträngig, 
CpG: Cytosin-Phosphat-Guanin, DNA: Desoxyribonukleinsäure, RNA: Ribonukleinsäure, MD: myeloides Differen-
zierungsprotein. Abbildung nach [25, 37], modifiziert.  
 
 
1.2.2.2 „NOD-like“-Rezeptoren 
Aufgrund ihrer intrazellulären Lokalisation detektieren NLRs intrazelluläre Pathogene. NLRs 
werden durch ihre NACHT-Domäne charakterisiert. Den Rezeptoren ist der dreigliedrige 
Aufbau aus einer Leucin-reichen-Region, die Antigene bindet, einer NACHT-Domäne, durch 
dessen Oligomerisierung es zur Aktivierung des Rezeptors kommt und eine N-terminale Ef-
fektordomäne gemeinsam. Durch die Interaktion der Effektordomänen mit Caspasen, Kina-
sen oder Adaptorproteinen erfolgt die Aktivierung von NFκB und somit die Transkription pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-1β, IL-12, IL-18 und TNF (siehe Abbildung 1.2) [38-41]. Als 
wichtige Vertreter der NLR-Familie sind NALP3 (NACHT-, LRR-, and pyrin domain (PYD)-
containing protein 3) und NOD2 (nucleotide-binding oligomerisation domain-contain-ing pro-
tein 2) zu nennen. Beide Rezeptoren detektieren Muramyldipeptid (MDP), ein Bestandteil 
von Peptidoglykan (PGN), welches in der Zellwand von sowohl gramnegativen als auch 
grampositiven Bakterien enthalten ist [42, 43].    
NALP3 ist Bestandteil des Inflammasoms, welches als Abwehrmechanismus unseres un-
spezifischen Immunsystems gegen mikrobielle Pathogene dient. Die Aktivierung des Inflam-
masoms erfolgt über die Interaktion von NALP3, CARDINAL, ASC (apoptosis-associated 
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speck-like protein containing a CARD) und Caspase-1, was die Reifung von IL-1β und IL-18 
induziert (siehe Abbildung 1.2) [44].  
 
 
 
Abbildung 1.2: Aktivierung von NOD2 und NALP3 durch Peptidoglykan (PGN) 
Nach Phagozytose eines Bakteriums wird das in der Zellwand enthaltene PGN im Phagolysosom zu MDP degra-
diert. Die Freisetzung von MDP in das Zytoplasma induziert die Aktivierung von NOD2 und NALP3. Die Formation 
des NOD2-Rip2-Komplexes führt zur Aktivierung von NFκB und der Synthese von ProIL-1β. Die Aktivierung von 
NALP3 hat die Formation des Inflammasomkomplexes (NALP3, CARDINAL, ASC und Caspase-1 (Casp1)) zur 
Folge. Die Bildung von  IL-1β, IL-18 und IL-12 bildet die gemeinsame Endstrecke der Aktivierung von NOD2 und 
NALP3. Weitere Abkürzungen: CARD: caspase recruitment domain, PYD: pyrin domain, FIIND: function to find, 
NAD: NACHT-associated domain, ASC: apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD. Abbildung 
nach [41], modifiziert. 
 
 
 
NOD2/CARD15 wird in Monozyten, Makrophagen, Granulozyten und DCs, sowie in hohem 
Maße in den Paneth-Zellen exprimiert [39, 45, 46]. Wie von Cooney et al. und Brain et al. 
beschrieben, ist NOD2 nicht nur allein für die Detektion von MDP verantwortlich, sondern 
induziert auch über MDP durch die Rekrutierung von ATG5, ATG7 und ATG16L1 (ATG, au-
tophagy-related protein) die Autophagozytose in DCs [47, 48]. Die ATG-Proteine sind am 
Aufbau des Autophagosoms beteiligt, welches zum Abbau beschädigter Zellorganellen sowie 
intrazellulärer Bakterien dient, die während einer Infektion eliminiert werden sollen [3, 49, 
50]. Des Weiteren fusionieren Autophagosomen mit MHC-II-beladenen Kompartimenten, 
wodurch Komponenten von phagozytierten Bakterien der Antigenpräsentation zugeführt 
werden [51, 52]. 
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1.2.3 Induktion der Antigen-spezifischen T-Zellantwort durch dendriti-
sche Zellen 
T-Lymphozyten werden anhand der Expression ihrer charakteristischen CD-Moleküle in 
CD4+ und CD8+ T-Zellen eingeteilt, wobei beide den typischen T-Zellmarker CD3 tragen, der 
für die Funktion des TCR essentiell ist [53]. CD8+ T-Zellen (CTL, cytotoxic T-lymphocyte) 
werden durch die Präsentation von intrazellulären Antigenen über MHC-I-Moleküle aktiviert, 
die auf allen kernhaltigen Zellen zu finden sind. Demgegenüber erfolgt die Aktivierung der 
CD4+ T-Lymphozyten, sogenannte T-Helfer-Zellen (TH), durch die Interaktion der TH-Zelle mit 
der DC über den TCR und dem beladenen MHC-II-Molekül, welches das T-Zell-spezifische 
Antigen enthält. Zur vollständigen Aktivierung der CD4+ T-Zellen ist die Expression kostimu-
latorischer Moleküle wie CD80, CD86 und CD40 auf DCs sowie CD28 und CD40L auf T-
Zellen notwendig, welche ebenfalls miteinander in Interaktion treten [1, 2, 4].  
Zur Aufrechterhaltung der Immunhomöostase exprimieren DCs neben kostimulatorischen 
auch koinhibitorische Moleküle, wie PD-L1 (programmed-cell-death-ligand 1, auch CD274), 
welcher PD-1 (programmed death-1) auf aktivierten CD4+ und CD8+ T-Zellen bindet. Dies 
führt zur Inhibition der DC-Reifung sowie der proinflammatorischen T-Zellantwort [54-57]. 
Zudem ist PD-L1 auf Makrophagen, B-Zellen sowie Tumorzellen exprimiert und wird durch 
IL-10 induziert [58]. Des Weiteren exprimieren DCs CD95 (Fas) [59-61]. Das Fas-FasL 
(CD95L)-System dient zur Induktion der Apoptose in der Zielzelle. Hierbei spielt es eine 
wichtige Rolle im Rahmen der Aufrechterhaltung der B- und T-Zellhomöostase und der 
Selbsttoleranz zur Prävention von Autoimmunerkrankungen [62-65]. 
Neben dem präsentierten Antigen beeinflusst auch das sezernierte Zytokinprofil der DCs die 
T-Zellantwort und die Art der induzierten T-Zellsubpopulationen [18, 19].  
Die wichtigsten  Subpopulationen der CD4+ T-Zellen stellen derzeit TH1-, TH2-, TH17-Zellen 
und regulatorische T-Zellen (Tregs) dar (siehe Abbildung 1.3) [1, 2]. 
 
TH1- Lymphozyten: 
IL-12, welches von den DCs während der inflammatorischen Immunantwort sezerniert wird, 
induziert die Generierung von TH1-Lymphozyten. Diese zeichnen sich durch die Freisetzung 
von Interferon (IFN) -γ und IL-2 aus, wobei IL-2 wiederum die Proliferation der T-Zellen sti-
muliert. IFN-γ steigert die Phagozytose-Kapazität von Makrophagen, was die effiziente Abtö-
tung der Erreger zur Folge hat. Zudem supprimiert IFN-γ die TH2-Antwort [3, 53, 66-68].  
 
TH2- Lymphozyten: 
Die Differenzierung zu TH2- Zellen erfolgt durch die Anwesenheit von IL-10, welches von den 
DCs sezerniert wird [69, 70]. TH2- Zellen üben ihre Funktionen über die Sekretion der Zytoki-
ne IL-4, IL-5, IL-10, TGF-β und IL-13 aus. Die Interaktion der TH2-Zellen mit B-Lymphozyten 
führt zur Differenzierung von Plasmazellen, die durch die Freisetzung von löslichen Antikör-
pern wie IgA, IgE und IgG charakterisiert sind. Dies dient der Parasitenabwehr und ist für 
Induktion von Allergien verantwortlich. Das antiinflammatorische Zytokin IL-10 [71] hemmt 
zusammen mit TGF-β die TH1-Antwort [3, 53, 67, 68]. 
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TH17- Lymphozyten: 
Die Anwesenheit von TGF-β, IL-6, IL-23 sowie IL-1β induziert die Entwicklung von TH17- Zel-
len [72-76]. Dies geschieht allerdings nur in Abwesenheit von TH1- oder TH2- polarisierenden 
Zytokinen [67]. IL-6 bewirkt durch die Inhibition der Entwicklung von Tregs die TH17-
Generierung [75], wobei IL-23 einen wichtigen Stabilisator für die Funktion der TH17-Lympho-
zyten darstellt  [68, 76]. Durch die Induktion der Effektormoleküle IL-21, IL-22 und IL-17 üben 
die TH17-Zellen über die Rekrutierung und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten eine 
wichtige Rolle in der frühen Entzündungsphase aus. Zudem sind sie an der Abwehr extrazel-
lulärer Pathogene, der Pilzabwehr und dem Erhalt der Homöostase im Darm beteiligt [53, 67, 
68, 77]. 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1.3: Differenzierung von T-Lymphozyten 
Naive CD4+ T-Zellen können sich nach Kontakt mit immunogenen DCs je nach vorherrschendem Zytokinmilieu in 
TH1-, TH2- oder TH17-Zellen differenzieren. Diese zeichnen sich wiederum durch die Sekretion unterschiedlicher 
Zytokine aus, die ihre Funktionen bestimmen. Regulatorische T-Zellen lassen sich in natürliche CD4+CD25+ 
FoxP3+ (forkhead-box-Protein 3) regulatorische T-Zellen (nTreg) und induzierbare Tregs (iTregs) einteilen und 
entstehen aus naiven T-Zellen nach Kontakt mit tolerogenen DCs (TDC, tolerogenic DC). Die Hauptfunktion der 
Tregs liegt in der Suppression von TH-Zellen. nTregs üben hierbei ihre immunsuppressive Wirkung über Zell-Zell-
Kontakt mit DCs aus, wohingegen iTregs durch die Sekretion von IL-10 und TGF-β inhibitorisch wirken. Abbildung 
nach [68, 78], modifiziert. 
 
 
  
Regulatorische T-Lymphozyten  
TDCs sind durch die Sekretion antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10 und TGF-β und der 
Expression von koinhibitorischen Molekülen auf ihrer Oberfläche in der Lage, naive T-Zellen 
zur Differenzierung zu sogenannten peripher induzierbaren regulatorischen T-Zellen (iTreg) 
anzuregen. Diese üben ihre immunsuppressive Wirkung unter anderem über die Freisetzung 
von IL-10 und TGF-β aus [20-23, 78, 79]. Darüber hinaus existieren die natürlich vorkom-
menden, vom Thymus abstammenden CD4+CD25+FoxP3+ (forkhead-box-Protein 3) Tregs 
(nTregs, natürliche Tregs), die 10-15% der CD4+ T-Zellen ausmachen [80]. Der Transkripti-
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onsfaktor FoxP3 ist ein essentieller molekularer Marker, der die Transkription des IL-2-
Genes verhindert und somit IL-2 den aktivierten TH-Zellen als Proliferationsstimulus entzieht 
[81, 82]. Trotz Unterdrückung der IL-2-Produktion ist das Zytokin IL-2 allerdings essentiell für 
den Erhalt der Funktion und zum Überleben der Tregs [83-86]. nTregs üben ihre Wirkung 
über einen zellkontaktabhängigen Weg aus und werden durch ihre hochaffine Bindung an 
MHC-Moleküle, die mit körpereignen Peptiden beladen sind, im Thymus selektiert [53, 79]. 
Tregs kontrollieren die TH1- und TH2- vermittelte Immunität, schützen vor Autoimmunität und 
chronischen Immunantworten, verhindern eine Transplantatabstoßung und induzieren eine 
Immuntoleranz [18, 77, 87, 88]. 
 
1.2.4 Immunsuppressive Mechanismen dendritischer Zellen  
Durch die Expression immunmodulatorischer Enzyme, wie z.B. die Indolamin-2,3-Dioxy-
genase (IDO) und die Produktion von immunregulatorischen Vitaminen wie Vitamin A und 
D3, nehmen DCs einen Einfluss auf die Aufrechterhaltung der Immunhomöostase und der 
Toleranzentwicklung im Immunsystem. 
 
1.2.4.1 IDO und Tryptophanstoffwechsel dendritischer Zellen 
Die essentielle Aminosäure Tryptophan dient der Proteinbiosynthese sowie der Gewinnung 
von Reduktionsäquivalenten wie den Nikotinamidnukleotiden NAD+ und NADP+, die beim 
Abbau von Tryptophan entstehen [3, 89]. Zudem spielt Tryptophan eine wichtige Rolle in der 
Immunregulation, da aktivierte Effektor-T-Zellen die Aminosäure für ihre Proliferation benöti-
gen und die proinflammatorische Aktivität der T-Zellen bei geringen Tryptophanspiegeln inhi-
biert wird [53, 90, 91]. Die intrazellulär lokalisierten IDO1 und IDO2 stellen zwei Schlüsselen-
zyme des Tryptophanmetabolismus dar, da sie den ersten Schritt des Tryptophanabbaus zu 
Kynurenin katalysieren [91-93]. IDO wird in Anwesenheit proinflammatorischer Reize wie 
LPS, unmethylierter CpG-DNA, IFN-γ und durch Bindung kostimulatorischer Moleküle auf 
DCs und Makrophagen hochreguliert [94-98]. Durch die verstärkte Expression von IDO wird 
der extrazelluläre Tryptophangehalt vermindert und somit die essentielle Aminosäure den 
aktivierten T-Lymphozyten entzogen [99]. Tryptophan gelangt hierbei über den sogenannten 
LAT (L-amino-acid-transporter) in die Zelle [100-102]. Des Weiteren induziert der beim Ab-
bau entstandene Metabolit Kynurenin zum einen die Apoptose von Effektor-T-Zellen, insbe-
sondere von TH1-Zellen [90, 103, 104]. Zum anderen wird Kynurenin im Zytosol an den 
Transkriptionsfaktor Arylhydrocarbonrezeptor (AHR) gebunden [105-107], der nach Bindung 
des Liganden aktiviert wird und die Generierung von Tregs induziert [108-110]. Zudem er-
folgt auch die Hochregulation von IDO in Abhängigkeit der Aktivierung von AHR [110-112]. 
Gerade die Kombination aus Kynurenin und einem verminderten extrazellulären Tryptophan-
level zeigen synergistische immunsuppressive Effekte [113, 114]. Demzufolge hat IDO eine 
essentielle Bedeutung im Rahmen der Immunregulation, was sich an der Beteiligung an der 
Entstehung der fetalen Immuntoleranz [99], der Tumortoleranz [115] und von Autoimmuner-
krankungen widerspiegelt [116]. 
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1.2.4.2 Vitamin A-Stoffwechsel dendritischer Zellen 
Die aktiven Metaboliten des Vitamin-A-Stoffwechsels, all-trans-Retinsäure (ATRA) und 9-cis-
Retinsäure, haben ihre Hauptfunktion in der Regulation der Zellproliferation und der Wachs-
tums- und Differenzierungsprozesse. Die Funktionsbereiche erstrecken sich auf den Sehvor-
gang, die Reproduktions- und Embryonalentwicklung, die Epitheldifferenzierung, sowie die 
Skelett- und Bindegewebsentwicklung und die Beteiligung an immunologischen Prozessen 
[117, 118]. Vitamin A wird als β-Carotin mit der Nahrung aufgenommen und im Dünndarm zu 
Retinol umgewandelt. Ein kleiner Teil gelangt direkt in die Leber, wobei der größte Anteil in 
Retinylester zurückverwandelt wird und mittels Chylomikronen zur Leber transportiert und 
dort gespeichert wird. In Abhängigkeit vom Serumlevel des Retinols (Norm 1-2 µM), erfolgt 
bei Bedarf die Hydrolyse des Esters zu Retinol, welches im Blutserum an das „retinol-
binding-protein“ (RBP) gebunden ist. Nach Aufnahme in die Zelle wird all-trans-Retinol über 
eine Alkoholdehydrogenase (ADH) zu all-trans-Retinal metabolisiert, welches in einem irre-
versiblen Schritt durch die Aldehyd-Dehydrogenase 1A (ALDH1A) in den aktiven Metabolit 
ATRA verwandelt wird [119, 120]. Die erwähnte 9-cis-Retinsäure entsteht hierbei entweder 
durch die spontane Isomerisierung aus ATRA oder durch die Oxidation von 9-cis-Retinal 
über ALDH1A [121]. Es existieren vier Isoformen der ALDH1A, ALDH1A1-4, wovon 
ALDH1A1-3 in DCs sekundärer Lymphorgane, wie den Peyer-Plaques oder den mesenter-
ialen Lymphknoten exprimiert werden [122, 123]. Zudem wird vor allem ALDH1A1 in intesti-
nalen Epithelzellen (IEC, intestinal epithelial cell) exprimiert [124].  
Die Retinsäure (RA, retinoic acid) bindet als lipophiles Molekül an die intrazellulären Rezep-
toren RAR (all-trans-Retinsäure-Rezeptor) und RXR (9-cis-Retinsäure-Rezeptor) im Zyto-
plasma und interagiert unter Bildung von Heterodimeren (RXR-RAR) mit den RARE (retinoic 
acid response elements) im Zellkern, die in den Promotoren der RA-abhängigen Gene liegen 
[117]. Wie in Mausmodellen veranschaulicht werden konnte, sind intestinale DCs durch die 
Expression der Vitamin-A-metabolisierenden Enzyme tatsächlich auch in der Lage, in Anwe-
senheit von RA Retinsäure zu produzieren [125, 126]. Aktivierte intestinale DCs in sekundä-
ren Lymphorganen des Darms erzeugen, bei Anwesenheit von TGF-β, RA-abhängig die Bil-
dung von FoxP3+ iTregs [127, 128]. Des Weiteren spielt RA eine wesentliche Rolle in der 
Induktion des „Homings“ von T-Zellen. Im Gegensatz zu naiven T-Zellen ist es nur aktivierten 
T-Lymphozyten möglich in nicht-lymphatische Gewebe einzutreten, um dort ihre Funktion 
ausüben zu können [129, 130]. Hierbei entscheidet die lymphatische Umgebung, in der die 
T-Zellen von DCs aktiviert wurden, über deren „Homing“-Spezifität, wobei das Darm-
„Homing“ von RA abhängig ist [131-133]. Murine intestinale DCs induzieren dabei in Abhän-
gigkeit von RA auf T- und B-Zellen sowie insbesondere auf FoxP3+ nTregs und FoxP3+ iT-
regs die Expression der „Homing“-Rezeptoren α4β7 und CCR9, die für das Darm-„Homing“ 
essentiell sind [133-137]. Zudem induzieren intestinale DCs RA-abhängig neben FoxP3+ iT-
regs die Generierung von TH2-Zellen, bei gleichzeitiger Suppression der TH1- und TH17-
Antwort [138-141]. Des Weiteren führt die Kombination von RA mit IL-5 und IL-6 zur verstärk-
ten IgA-Produktion durch B-Zellen, die einen natürlichen Abwehrmechanismus gegenüber 
kommensalen Bakterien im Darm bilden [22, 142] (siehe Abbildung 1.4).  
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Insbesondere durch die Generierung von FoxP3+ iTregs sowie durch die Induktion des 
Darm-„Homing“ von Tregs, scheint RA eine wichtige Funktion im Rahmen der Aufrechterhal-
tung der Darmhomöostase innezuhaben. Allerdings ist insgesamt wenig über die genauen 
Wirkmechanismen von RA und dessen Effekte im Hinblick auf humane Zellen, insbesondere 
auf humanen Immunzellen bekannt, da die meisten Untersuchungen bei Mäusen durchge-
führt wurden. 
 
 
 
 
Abbildung 1.4: Einfluss von Retinsäure auf die Funktion von intestinalen dendritischen Zellen  
Intestinale DCs in Peyer-Plaques (PP) und in mesenterialen Lymphknoten (MLN, mesenterial lymph node) sind in 
der Lage, mittels Expression von ALDH1A1 und -A2, Retinsäure (RA, retinoic acid) aus Retinal zu produzieren. 
Zusammen mit TGF-β führt RA zur Bildung von FoxP3+ iTregs, bei gleichzeitiger Hemmung der proinflammatori-
schen TH1- und TH17-Zellen. Außerdem induzieren intestinale DCs in Abhängigkeit von RA die Expression der 
Darm-„Homing“-Rezeptoren CCR9 und α4β7 auf T-und B-Zellen sowie auf FoxP3+ iTregs und FoxP3+ nTregs. 
Abbildung nach [143], modifiziert. 
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1.2.4.3 Vitamin D3-Stoffwechsel dendritischer Zellen 
 
Der aktive Metabolit des Vitamin D3 (VD3)-Stoffwechsels 1,25-Dihydroxy-VD3 (1,25(OH)2-
VD3) hat neben der Regulation des Knochen-, Kalzium- und Phosphatstoffwechsels eine 
wichtige immunmodulatorische Aufgabe [144]. Die Entstehung von 1,25(OH)2-VD3 beginnt in 
der Haut, wo es über UVB-abhängige Photolyse aus 7-Dehydrocholesterol VD3 gewonnen 
wird. Ebenso kann VD3 über die Nahrung aufgenommen werden. Das im Blut an das „Vita-
min-D-binding-protein“-(DBP) gebundene VD3 wird zur Leber transportiert [145]. Dort erfolgt 
mittels einer Sterol-27-Hydroxylase (CYP27A1) die Hydroxylierung von VD3 an der C25-
Postition zu 25-Hydroxy-VD3 (25(OH)-VD3), welches die Speicherform von VD3 darstellt und 
im Gegensatz zur aktiven Form in tausendfach höherer Konzentration in unserem Körper 
vorherrscht (ausreichende 25(OH)-VD3-Konzentration im Körper: > 75 nmol/l; 25(OH)-VD3-
Mangel: < 25 nmol/l) [146, 147]. Der letzte Metabolisierungsschritt zum aktiven Metaboliten 
1,25(OH)2-VD3 erfolgt in der Niere durch die Hydroxylierung von 25(OH)-VD3 an der C1α-
Position durch das Enzym 25-Hydroxy-VD3-1α-Hydroxylase (CYP27B1). CYP27B1 wird be-
vorzugt in den proximalen Tubuluszellen der Niere exprimiert [148], jedoch auch in der Haut, 
dem Endothel, der Dezidua der Plazenta, sowie dem Kolon und lymphatischen Organen 
[149-151]. Durch die Expression von sowohl CYP27A1 als auch CYP27B1 sind auch Makro-
phagen und DCs in der Lage, beide Metabolite des VD3-Stoffwechsels zu bilden [152-154]. 
Der Abbau von 25(OH)-VD3 sowie der aktiven Form erfolgt über das Enzym CYP24A1, wel-
ches im Darm und der Niere lokalisiert ist. Die Abbauprodukte der Metaboliten werden über 
die Galle bzw. den Urin ausgeschieden [152, 155, 156]. Die Haupteffekte vermittelt 
1,25(OH)2-VD3 als lipophiles Molekül über den nukleären Vitamin D-Rezeptor (VDR). Der 
Ligand-VDR-Komplex bildet zusammen mit dem Rezeptor RXR Heterodimere, die an 
VDREs (Vitamin D3 response element) binden, die sich in den Promotoren der Zielgene be-
finden [157]. 1,25(OH)2-VD3 zeigt sowohl auf das angeborene als auch das adaptive Immun-
system immunmodulierende Effekte. 1,25(OH)2-VD3 hat durch die Herabregulation der ko-
stimulator-ischen Marker CD40, CD80 und CD86, sowie der MHC-II-Moleküle einen inhibito-
rischen Effekt auf die Reifung und Antigenpräsentationsfähigkeit von humanen DCs [158, 
159]. Um eine übermäßige Immunantwort zu verhindern, kommt es im Rahmen einer LPS-, 
TNF- oder IFNγ-induzierten Reifung von DCs zu einer verstärkten Expression von CYP27B1 
bei gleichzeitiger Herabregulation des VDR. Diese DCs zeigen demzufolge ein vermindertes 
Ansprechen auf das immunsuppressive 1,25(OH)2-VD3, können aber gleichzeitig durch eine 
vermehrte 1,25(OH)2-VD3-Produktion über parakrine Wege eine zusätzliche Differenzierung 
ihrer Vorgänger verhindern und somit das Ausmaß der Immunreaktion regulieren [153, 154, 
160, 161]. Zudem induziert 1,25(OH)2-VD3 die Freisetzung von IL-10 sowie eine erhöhte Ex-
pression von IDO in den DCs, was die Generierung von Tregs zur Folge haben kann [162-
164]. Im Gegensatz dazu zeigt 1,25(OH)2-VD3 einen positiven Einfluss auf die Differenzie-
rung von Monozyten zu Makrophagen, deren Phagozytosekapazität sowie auf die Bildung 
antimikrobieller Peptide wie Cathelicidin und β-Defensin 2 [165, 166].  
Des Weiteren beeinflusst 1,25(OH)2-VD3 die T-Zellantwort auf unterschiedliche Weise. Ei-
nerseits inhibiert 1,25(OH)2-VD3 die Entwicklung einer TH1-Antwort, indem es die Freisetzung 
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von IL-12 durch DCs vermindert [156, 167]. Zudem dämpft es durch die Inhibition der Bil-
dung von IL-2 und IFN-γ die proinflammatorische Aktivität und Proliferation der TH1-Zellen 
[165, 168]. 1,25(OH)2-VD3 hat des Weiteren durch eine Herabregulation von IL-6 und IL-23, 
einen hemmenden Einfluss auf die TH17-Antwort [169, 170]. Durch die Hemmung der B-
Zellproliferation, die Plasmazelldifferenzierung und der IgG-Sekretion zeigt 1,25(OH)2-VD3 
ebenfalls einen wesentlichen Einfluss auf die humorale Immunabwehr [165]. Andererseits 
fördert Vitamin D3 die Entstehung von TH2-Zellen und induziert zusammen mit IL-10 und 
TGF-β die Generierung von iTregs [158, 165, 171, 172]. 
 
            
 
 
Abbildung 1.5: Einfluss von 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 auf Immunzellen  
Der aktive Vitamin D3-Metabolit 1,25(OH)2-VD3 hat eine Vielzahl an immunmodulatorischen Eigenschaften. Mak-
rophagen und DCs sind durch die Expression  von CYP27B1 in der Lage, 1,25(OH)2-VD3 zu produzieren, ihre 
eigene Aktivität zu regulieren und umgebende Immunzellen durch parakrine Sekretion des Vitaminmetaboliten in 
ihrer Funktion zu beeinflussen. 1,25(OH)2-VD3 steigert einerseits die Phagozytosekapazität von Makrophagen 
und hemmt andererseits die Antigenpräsentationsfähigkeit von DCs. Zudem inhibiert es die TH1- und TH17-
Antwort, indem es die Sekretion von IL-12 und IL-23 durch DCs hemmt .Gleichzeitig erzeugt 1,25(OH)2-VD3 über 
IL-10 und TGF-β die Bildung von Tregs  und TH2-Zellen. Des Weiteren induziert es die Expression der „Homing“-
Rezeptoren CCR4 und CCR10 in T-Zellen. Abbildung nach [69, 173], modifiziert.  
 
 
 
Ebenso wie RA hat 1,25(OH)2-VD3 einen Einfluss auf das „Homing“ von Immunzellen. Es 
induziert die Expression der „Homing“-Rezeptoren CCR4, CCR10 und die Liganden von E- 
und P-Selektin nach DC-T-Zellinteraktion in Haut-drainierenden Lymphknoten [174-177]. 
Interessanterweise blockt RA hingegen die Hochregulation der „Homing“-Rezeptoren CCR4 
und der Liganden für E-und P-Selektin in T-Zellen, wobei 1,25-(OH)2-VD3 die Expression von 
α4β7 und CCR9 hemmt. Hierbei stehen die Rezeptoren der beiden Vitamine VDR und RAR in 
Konkurrenz um die Bindung ihres gemeinsamen Rezeptors RXR und sind somit in der Lage, 
den Effekt des anderen Vitamins zu inhibieren bzw. zu antagonisieren [177-179].  
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1.3 GvHD als Komplikation der allogenen Stammzelltransplantation  
Die „Graft-versus-Host-Disease“ (GvHD) stellt neben dem Auftreten von Rezidiven der 
Grunderkrankung die bedeutendste Komplikation bei allogener Stammzelltransplantation dar  
[180]. Trotz gesunkener transplantationsassoziierter Mortalität (TRM, transplant related mor-
tality) [181] ist sie dennoch heute noch hauptverantwortlich für eine Vielzahl an Komplikatio-
nen und Todesfällen. Aus diesem Grund beschäftigt sich die Forschung mit der Pathophysio-
logie der GvHD, um Informationen für eine effektive Prävention und neue Therapieansätze 
zu gewinnen. 
 
1.3.1 Stammzelltransplantation 
Die hämatopoetische Stammzelltransplantation (SZT) stellt die meist einzige kurative Thera-
pieoption sowohl bei hämatologischen Erkrankungen wie Leukämien, Lymphomen, lympho-
proliferative Erkrankungen als auch bei aplastischer Anämie, seltenen Immundefekten und 
Hämoglobinopathien (z.B. Thalassaemia major, Sichelzellanämie) dar [182, 183]. Ziel der 
Transplantation von Spenderzellen ist das Erreichen eines kompletten Spenderchimärismus. 
Hierbei übernehmen die transplantierten Zellen nach Anwachsen im Knochenmark (soge-
nanntes Engraftment) die komplette Blutbildung sowie den Aufbau eines funktionierenden 
Immunsystems des Empfängers [184]. Zudem verdrängen sie dessen übrige Zellen bzw. 
töten im besten Fall maligne Zellen durch den sogenannten „Graft-versus-Leukämie" (GvL) – 
Effekt ab [185].  
Vor der Transplantation erfolgt eine sogenannte myeloablative Konditionierung im Rahmen 
einer hochdosierten Radio- und/oder Chemotherapie, die über die Grenze der Hämatotoxizi-
tät hinausgeht [184, 186]. Diese hat zum Ziel, eine ausreichend immunsuppressive Wirkung 
auf die Zellen des Empfängers auszuüben, um eine immunologische Abstoßungsreaktion 
des Transplantats zu verhindern und verbliebene bösartige hämatopoetische Zellen zu elimi-
nieren [187].  
Im Rahmen der Spenderauswahl bei der Stammzelltransplantation spielt primär die Überein-
stimmung der HLAs (Humanes Leukozyten-Antigen), die durch den Hauptkompatibilitäts-
komplex (MHC) kodiert werden, eine entscheidende Rolle [188, 189]. Die optimale Aus-
gangslage einer allogenen SZT wäre die komplette Übereinstimmung der HLA-Proteine, da 
die immunogenetische Inkompatibilität das Risiko des Auftretens einer GvHD und eines 
Transplantversagens deutlich erhöht [190, 191]. Aus diesem Grund wird vor Transplantation 
eine HLA-Typisierung des Spenders und des Empfängers bezüglich HLA I-A, -B und -C und 
HLA-II-DR und -DQ durchgeführt. Nichtsdestotrotz ist bei fast 50 % der Empfänger, die 
Stammzellen von einem HLA-identischen, verwandten Spender erhalten und bei 80 % der 
Empfänger, die Stammzellen von einem HLA-kompatiblen, nicht-verwandten Spender trans-
fundiert bekommen, eine akute GvHD zu beobachten [192]. Diese Resultate lassen sich an-
hand von Unterschieden der Minorhistokompatibilitätsantigene (mHA) zwischen Empfänger 
und Spender erklären [193-195].  
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Insgesamt führt die SZT bei vielen Erkrankungen, wie vor allem der akuten Leukämie, ab-
hängig von den Risikofaktoren, in ca. 50-70% zur vollständigen Remission der Tumorerkran-
kung. Je früher der Therapiebeginn gewählt wird, desto höher ist die Heilungsrate. Bei zu 
spätem Einleiten der therapeutischen SZT sinkt die Remissionsrate auf 20-40% [196].  
Sowohl das Patientenalter, die Schwere der Grunderkrankung, das HLA-Mismatch, die Kon-
ditionierung, die GvHD-Prophylaxe, ein Mismatch des Geschlechts als auch die Stammzell-
quelle haben Einfluss auf die Prognose und den Erfolg der SZT [197]. Hinzu kommen die 
Komplikationen der SZT, bestehend aus vielfältigen Infektionen mit Bakterien, Viren oder 
Pilzen, einem möglichen Transplantatversagen und der GvHD.  
 
1.3.2 Graft-versus-Host-Disease (GvHD) 
Die GvHD beschreibt die klinische Manifestation der immunologischen Reaktion der Spen-
der-T-Lymphozyten gegen Alloantigene des Empfängers, die auf der Zelloberfläche von 
Empfänger-APCs präsentiert werden und vor allem bei allogener SZT zu beobachten ist 
[198-200]. Die Erkrankung zeichnet sich durch eine rasch voranschreitende Entzündungsre-
aktion in verschiedenen Organen, wie der Leber, der Haut, des Darms und der Lunge aus 
[201-203].  
 
1.3.2.1 Klinik der akuten GvHD 
Man unterscheidet anhand ihres Manifestationszeitpunktes zwischen einer akuten Form, die 
innerhalb der ersten 100 Tage nach der SZT eintritt, und einer chronischen Form, die sich ab 
dem 100. Tag nach Transplantation manifestiert [204].  
Klinisch äußert sich die akute Haut-GvHD durch einen charakteristischen makulopapulösen, 
stark juckenden Ausschlag, der sich über den ganzen Körper mit Aussparungen im Bereich 
der Kopfhaut ausbreiten kann [202]. Die Manifestation der Darm-GvHD äußert sich gewöhn-
lich durch eine sekretorische und oft voluminöse Diarrhoe, oft verbunden mit Übelkeit, Ano-
rexie sowie abdominellen Schmerzen und Blutbeimengungen im Stuhl [201]. Der Leberbefall 
bei akuter GvHD zeichnet sich durch eine cholestatische Hyperbilirubinämie, einem unspezi-
fischen Transaminasenanstieg, bis hin zur Hepatomegalie mit Entwicklung von Aszites aus 
[205, 206]. Die Mitbeteiligung der Lunge zeigt sich durch das Bild eines idiopathischen 
Pneumonie-Syndroms und einer diffusen nichtinfektiösen Lungenentzündung [207].  
Im Verlauf kann sich die akute GvHD vollständig zurückbilden oder in eine chronische GvHD 
übergehen. Dies lässt sich durch fehlende Suppressionsmechanismen erklären, die norma-
lerweise zu einer Toleranzentwicklung gegenüber den Alloantigenen führen [204].  
 
1.3.2.2 Pathophysiologie der akuten GvHD 
Trotz der Komplexität der Pathogenese der akuten GvHD hat sich für die Veranschaulichung 
der Pathophysiologie das Drei-Phasen-Modell etabliert [208-210]. Die drei aufeinander fol-
gende Prozesse bestehen aus der Aktivierung von Empfänger-APCs (Phase I), aus der Akti-
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vierung, Proliferation, Differenzierung und Migration von Spender-T-Lymphozyten (Phase II) 
und aus der Gewebszerstörung der Zielorgane (Phase III).  
 
Phase I: Aktivierung der Empfänger-APCs 
Durch die in der Konditionierungstherapie gesetzten Gewebsschäden, vor allem der intesti-
nalen Mukosa und der Leber, kommt es zur Aktivierung des Immunsystems und der Indukti-
on der proinflammatorischen Zytokine wie TNF, IL-1 und IL-6, verschiedener Chemokine und 
Adhäsionsmolekülen [211-214]. Außerdem werden Empfänger-APCs, wie DCs, aktiviert, mit 
der Folge der erhöhten Expression kostimulatorischer Moleküle, wie CD80, CD86 und MHC-
II-Komplexen, auf der Oberfläche der Immunzellen sowie der Sekretion proinflammatorischer 
Zytokine wie IL-12 [209, 215]. Im Zuge der Aktivierung der DCs kommt es auch zur Hochre-
gulierung von Chemokinrezeptoren, wodurch APCs verstärkt in periphere Lymphknoten mig-
rieren, um dort Spender-T-Zellen zu aktivieren [216, 217] (siehe Abbildung 1.6). 
 
 
                               
     
 
 
 
Abbildung 1.6: Pathophysiologie der „Graft-versus-Host-Disease“ (GvHD) 
In Phase I kommt es durch die in der Konditionierungstherapie gesetzten Gewebsschäden in den betroffenen 
GvHD-Organen zur Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF, IL-1 und IL-6. Erhöhte Level die-
ser Zytokine führen zur Aktivierung von APCs des Empfängers. In Phase II aktivieren diese APCs allogene Spen-
der-T-Zellen, die sich durch die Anwesenheit des proinflammatorischen IL-12 vorwiegend zu TH1-Zellen differen-
zieren. Phase III ist durch die Zerstörung des Zielgewebes gekennzeichnet. Die von den aktivierten Spender-T-
Zellen sezernierten Zytokine IL-2 und IFN-γ führen zur Induktion von zytotoxischen T-Zellen, NK- Zellen sowie der 
Aktivierung von Makrophagen, die die gewebsdestruierenden Effekte bewirken. LPS gelangt über die zerstörte 
Epithelbarriere ins Gewebe und verstärkt die TNF- und IL-1-Produktion in Makrophagen, was die Nekrose und 
Apoptose der Zielzellen bewirkt. Abbildung nach [204], modifiziert. 
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Phase II: Aktivierung der Spender-T-Lymphozyten 
Die in die Lymphknoten migrierten DCs werden dort von allogenen Spender-T-Zellen anhand 
der exprimierten HLAs und mHAs als fremd erkannt und führen zu deren Aktivierung. Im 
Rahmen der akuten GvHD veranlasst das von den aktivierten DCs sezernierte IL-12 über-
wiegend die Differenzierung der naiven Spender-T-Lymphozyten zu TH1-Zellen [204]. Die 
Hochregulation von Chemokinrezeptoren auf den aktivierten T-Zellen [218-224] und die Sek-
retion von Chemokinen durch Gewebsmakrophagen und DCs im den GvHD-Zielorganen als 
Reaktion auf die proinflammatorischen Stimuli [218, 225-227] ermöglicht den Effektor-T-
Lymphozyten den Austritt in nichtlymphatisches, epitheliales Gewebe.  
 
Phase III: Zelluläre und inflammatorische Effektorphase 
Die von den Spender-T-Lymphozyten sezernierten proinflammatorischen Zytokine IL-2 und 
IFN-γ führen im Zielgewebe zur Generierung von zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen so-
wie der Aktivierung von Makrophagen, die eine Gewebsdestruktion der Zielorgane verursa-
chen [204]. Des Weiteren spielt die Translokation von bakteriellen Bestandteilen wie LPS 
durch die geschädigte Epithelbarriere in das Gewebe eine wesentliche Rolle [228-230], was 
unter anderem zur Aktivierung von DCs und Makrophagen führt [4, 204, 225, 231]. Regulato-
rische T-Zellen sind jedoch in der Lage, die Entzündungsantwort durch die Inhibition der 
Spender-T-Zellen zu dämpfen und spielen daher eine essentielle Rolle in der Pathogenese 
der GvHD [204]. 
 
1.3.3 Rolle von DCs in der akuten GvHD 
Die Translokation der bakteriellen Komponenten hat einen bedeutenden Stellenwert in der 
Pathophysiologie der GvHD, da es in Studien mehrfach belegt werden konnte, dass sich 
durch eine präventive Darmdekontamination bzw. keimfreie Bedingungen eine Induktion ei-
ner GvHD im Tiermodell weitgehend vermeiden ließ, was zu einer verminderten Mortalitäts-
rate im Rahmen der GvHD und sinkenden GvHD-Inzidenzen führte [232-237]. Diese Be-
obachtungen stehen im Einklang mit der Tatsache, dass alle betroffenen GvHD-Organe in 
Kontakt mit Epitheloberflächen stehen, welche mit Bakterien und deren Komponenten inter-
agieren [238]. Da DCs als Teil des angeborenen Immunsystems hauptverantwortlich für die 
Detektion dieser bakteriellen Bestandteile sind, scheint es demnach nicht verwunderlich, 
dass ihnen in der Induktion der Spender-T-Zell-Aktivierung und somit der akuten GvHD eine 
essentielle Rolle zugesprochen wird [214, 239, 240]. Insbesondere werden PRRs wie NOD2, 
TLR4 und TLR5 in Verbindung mit der Pathogenese der akuten GvHD gebracht.  
 
1.3.3.1 Die Rolle von PRRs und ATG16L1 in der GvHD 
NOD2 wird eine besondere Bedeutung im Hinblick auf die Entwicklung der GvHD sowie der 
von Morbus Crohn zugeschrieben. Es sind derzeit drei Polymorphismen der Leucin-reichen 
Region (R702W; G908R; L1007fsinsC) von NOD2/CARD15 beschrieben, die das Risiko für 
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das Auftreten von chronisch entzündlichen Darmerkrankungen (CED) erhöhen [241, 242] 
und in Assoziation mit der Inzidenz, der Schwere und der Mortalität der GvHD stehen [207, 
243-246]. Besonders die Polymorphismen in hämatopoetischen Zellen des Empfängers 
scheinen zu einer verstärkten Proliferation und Aktivierung von alloreaktiven Effektor-T-
Zellen zu führen, was mit einer Verschlimmerung der GvHD im Mausmodell einhergeht [247]. 
Von besonderer Bedeutung ist zudem die Tatsache, dass NOD2-SNPs (SNP, single nucleo-
tide polymorphism) des Empfängers mit einem signifikanten Verlust von CD4+ T-Zellen, ins-
besondere Tregs der Haut und des Darmes, assoziiert sind [248]. Zudem erfolgt die Produk-
tion von α-Defensinen in Panethzellen des Darms NOD2-abhängig, wobei bei NOD2-Mangel 
eine verstärkte Infektanfälligkeit bei Mäusen beobachtet werden konnte [249, 250]. Des Wei-
teren konnte gezeigt werden, dass NOD2 die Generierung von proinflammatorischen TH1-
Zellen inhibiert und Mäuse vor exprimenteller Kolitis schützt [251-253]. NOD2 scheint dem-
zufolge eine wichtige Funktion in der Aufrechterhaltung der Immunhomöostase innezuhaben, 
die im Falle der GvHD bei NOD2-Polymorphismen gestört wird.  
Wie in Kapitel 1.2.2.2 erläutert, induziert NOD2 die Autophagozytose in humanen DCs in 
Abhängigkeit von ATG5, ATG7 und ATG16L1. Man vermutet eine Assoziation zwischen 
NOD2- bzw. ATG16L1-Polymorphismen und einer gestörten Autophagozytose im Rahmen 
der CED [48, 50, 254, 255]. Dies hat die Induktion einer übermäßigen Immunantwort zur 
Folge, was möglicherweise darauf beruht, dass die immunologische Synapse bei DC-T-
Zellinteraktion zu stabil ist, wodurch es zu einer verstärkten T-Zell-Aktivierung kommt. Unter 
physiologischen Bedingungen induziert die DC-T-Zell-Interaktion nämlich die ATG-abhäng-
ige Bildung von Autophagosomen, die die Komponenten der immunologischen Synapse kon-
trolliert abbauen sollen und somit das Ausmaß der Immunantwort regulieren [256].   
Des Weiteren spielt LPS als proinflammatorischer Stimulus eine essentielle Rolle in der Pa-
thogenese der GvHD, da gezeigt werden konnte, dass durch die Antagonisierung von LPS 
und dessen induzierten Zytokinen wie TNF und IL-1β die Schwere und Inzidenz der akuten 
GvHD deutlich reduziert werden konnte [228, 257, 258]. Mutationen des LPS-Rezeptors 
TLR4 (Thr3999Ile) erhöhen allerdings die Infektanfälligkeit gegenüber gramnegativen Bakte-
rien sowie die Inzidenz einer schweren GvHD [244, 259, 260]. Des Weiteren scheint die Ex-
pression von TLR4 im Empfängerorganismus im Mausmodell essentiell für die Induktion von 
Gewebeschutzfaktoren und dem Schutz gegen die Apoptose von Darmzellen während der 
GvHD zu sein [261].  
Bezüglich des Einflusses von TLR5 auf das Immunsystem und die allogenen Immunreaktio-
nen bestehen widersprüchliche Meinungen. Einerseits lässt sich in Mäusen mit TLR5-
Defizienz durch die Stimulation mit Flagellin eine spontane Kolitis auslösen, was für eine 
schützende Funktion von TLR5 im Darmmilieu spricht [262, 263]. Zudem führt die Stimulati-
on mit Flagellin in Tiermodellen zu einer Reduktion der GvHD bei gleichzeitigem Anstieg der 
CD4+CD25+FoxP3+ Spender-Tregs [264]. Andererseits sind TLR5-SNPs mit einer verminder-
ten Entwicklungsrate von CEDs assoziiert [265, 266].   
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1.3.3.2 Die Rolle von IDO in der GvHD 
Im Rahmen der Darm-GvHD wird IDO, welches infolge einer proinflammatorischen Stimula-
tion von DCs verstärkt exprimiert wird, in Tiermodellen eine wichtige Regulatorfunktion zuge-
sprochen. Bei IDO-Mangel ließ sich eine deutlich erhöhte GvHD-Letalität durch eine ver-
stärkte Proliferation und gleichzeitig verminderte Apoptoserate von Empfänger-T-Zellen be-
obachten [267-269]. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Höhe an Kynurenin und die 
Expression von IDO auf humanen Zellen aus Darmbiopsien in positiver Korrelation mit der 
Schwere und dem Ausmaß der klinischen Manifestationen der GvHD stehen [270].  
 
1.3.3.3 Die Rolle von Vitamin D3 in der GvHD 
Im Tiermodell konnte die Applikation von MC1288, einem VD3-Analogon, vor klinischen und 
histologischen Zeichen der GvHD schützen [271]. Des Weiteren lässt sich bei schweren 
Formen der GvHD, nach anfänglichem Abfall von 25(OH)-VD3 und 1,25(OH)2-VD3 in der Ap-
lasie- bzw. Engraftmentphase, im Gegensatz zu milden GvHD-Formen bzw. dem Auftreten 
keiner GvHD, kein erneuter Anstieg der Vitaminmetabolite messen [272]. Es wurde außer-
dem ein Polymorphismus des VDR beschrieben, der mit einer schlechteren Überlebensrate 
von GvHD-Patienten in Assoziation gebracht werden konnte [273]. Gorman et al. beschrie-
ben einen synergistischen Einfluss von 1,25(OH)2-VD3 und UVB-Licht auf die suppressive 
Funktion von Tregs in der Haut [274]. Dies steht im Einklang mit einer neuen Studie, in der 
gezeigt werden konnte, dass eine prophylaktische UVB-Bestrahlung nach SZT das Ausmaß 
der GvHD deutlich vermindern konnte. Dies korrelierte mit einer verminderten Anzahl von 
Langerhanszellen und dermalen DCs des Empfängers, signifikant steigenden 25(OH)VD3-
Leveln sowie einer erhöhten Anzahl an zirkulierenden CD4+FoxP3+ Tregs [275].  
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2 Zielsetzung 
 
Die Aktivierung dendritischer Zellen ist ein zentraler Faktor in der Pathogenese der GvHD. 
Dendritische Zellen sind in der Lage, über TLRs und NLRs eine Vielzahl von bakteriellen 
Komponenten zu detektieren und sind im Rahmen der GvHD hauptverantwortlich für die In-
duktion der Aktivierung von allogenen Spender-T-Zellen.  
Daher soll in dieser Arbeit der Einfluss verschiedener bakterieller Bestandteile wie LPS, Fla-
gellin und MDP auf DCs evaluiert werden. Hierbei steht vor allem die Frage der allogenen T-
Zellpolarisierung im Vordergrund, d.h. inwieweit die unterschiedliche Stimulation der DC Ein-
fluss auf ihr stimulatorisches Potential gegenüber T-Zellen hat und das Profil der allogenen 
CD4+ T-Zellantwort verändert. Um diese Frage zu klären, sollen einerseits die DCs bezüglich 
der Expression von stimulatorischen Oberflächenantigenen sowie der Freisetzung von proin-
flammatorischen Zytokinen untersucht werden und andererseits die aus der Kokultur resultie-
rende allogene T-Zellantwort bezüglich der Proliferation und dem Zytokinprofil sowie der 
FoxP3-Expression analysiert werden.  
Zudem ist von besonderem Interesse, ob die bakteriellen Stimuli unterschiedliche immunre-
gulatorische Mechanismen in den DCs induzieren, die unter physiologischen Bedingungen 
die Immunhomöostase aufrechterhalten und erst bei einem NOD2-Polymorphismus gestört 
sind, und so das Ausmaß der GvHD verschlimmern könnten. Hierzu soll die mRNA-
Expression der immunregulatorischen Enzyme IDO, CYP27B1 und ALDH1A1-3 in den DCs 
sowie der Einfluss der DCs bei Anwesenheit von 25-Hydroxy-Vitamin D3 auf die allogene T-
Zellproliferation analysiert werden. 
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3 Material 
3.1 Geräte 
 
Gerät 
 
Firma, Ort 
 
Autoklav  
 
Walter, Greislingen  
Elektrophoreseapparaturen  Biometra, Göttingen  
Elutriator Avanti J-20XP  Beckmann Coulter, Krefeld  
CASY Zellzählgerät Schärfe System, Reutlingen 
FACS Calibur  BD Biosciences, Heidelberg  
Inkubatoren BBD 6220  Heraeus, Osterode  
Kamera AxioCam HRc  Zeiss, Jena  
Magnetrührer MR 3001 K  Heidolph, Schwabach  
Mikroskope  Zeiss, Jena  
Mikrotiterplatten-Waschgerät  Thermo Fisher, Langenselbord  
Mikrowelle Privileg 8020  Privileg, Fürth  
Multipipettor Multipette plus  Eppendorf, Hamburg  
NanoDrop ND1000  PeqLab, Erlangen  
Netzgeräte  Biometra, Göttingen  
Neubauerzählkammer  Marienfeld, Lauda-Königshofen  
PCR-Thermocycler Modell PTC-200  MJ-Research/Biometra, Göttingen  
pH-Meter  Knick, Berlin  
pH-Meter, tragbar  Hanna Instruments, Kehl am Rhein  
Photometer  MWG-Biotech, Ebersberg  
Picofuge  Heraeus, Osterode  
Realplex Mastercycler epGradient S  Eppendorf, Hamburg  
Schweißgerät für PCR-Platten Fermant 400  Josten & Kettenbaum, Bensberg  
Sterilbank Lamin Air HA 2472  Heraeus, Osterode  
Thermomixer  Eppendorf, Hamburg  
Trennkammer für Gegenstromzentrifugation  Beckmann, München  
Vortexer  Scientific Industries, New York, USA 
Waage LP1200S  Sartorius, Göttingen  
Wallac-Betaplate Zähler PerkinElmer, Rodgau  
Wallac-Erntegerät PerkinElmer, Rodgau  
Wasseraufbereitungsanlage  Millipore, Eschborn  
Zentrifuge Avanti J-20XP; Rotor JE 5.0  Beckmann, München  
Zentrifuge Biofuge fresco  Heraeus, Osterode  
Zentrifuge J6M-E  Beckmann, München  
Zentrifuge Megafuge 3,0 R  Heraeus, Osterode  
Zentrifuge Sigma 2  Sartorius, Göttingen  
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3.2 Verbrauchsmaterialien 
 
Materialien 
 
Firma, Ort 
 
Adhäsionsobjektträger  
 
Marienfeld, Lauda-Königshofen  
Deckgläser  Marienfeld, Lauda-Königshofen  
dickwandige Reaktionsgefäße (0,1 ml)  Sarstedt, Nümbrecht  
Dispenserspitzen für Multipette plus  Eppendorf, Hamburg  
Einmalkanülen  Becton Dickinson, Heidelberg  
Einmalspritzen  Becton Dickinson, Heidelberg  
Heat sealing film Eppendorf, Hamburg  
Mikrotiterplatten (6, 12, 96 Vertiefungen)  Falcon, Heidelberg  
Mikrotiterplatten für ELISA  Costar, Cambridge, USA  
PCR-Platten Twin.tec (96 Vertiefungen)  Eppendorf, Hamburg  
Pipettenspitzen  Eppendorf, Hamburg  
Polystyrolröhrchen  Falcon, Heidelberg  
Reaktionsgefäße (0,5 ml; 1,5 ml; 2,0 ml)  Eppendorf, Hamburg  
Spritzen Becton Dickinson, Heidelberg 
Sterilfilter  Millipore, Eschborn  
TopSeal-A-Folien Perkin Elmar, Rodgau 
UniFilterplatten  Perkin-Elmer, Rodgau  
Zellkulturflaschen und -pipetten  Costar, Cambridge, USA  
Zentrifugenröhrchen  Falcon, Heidelberg  
 
3.3 Chemikalien, Reagenzien und Kits  
 
Chemikalie, Reagenz oder Kit 
 
Firma, Ort 
 
[Methyl 3H] Thymidin (1mCi/ml) 
 
Amersham, Braunschweig 
5 % AB-Serum Rotes Kreuz 
BD Cytofix/Cytoperm™ Plus/Fixation/ 
Permeabilization Kit 
 
BD, Heidelberg 
dNTPs  NEB, Frankfurt  
Dulbecco`s PBS PAA, Pasching, Österreich 
DuoSet ELISA  R&D Systems, Wiesbaden  
Ficoll 400 1 % Pharmacia, Uppsala, Schweden 
Flagellin (100 µg/ml) Invitrogen, Karlsruhe 
Fetales Kälberserum PAA, Pasching, Österreich 
FoxP3 Staining Buffer Set eBioscience, Frankfurt 
GM-CSF (255 U/ml) Berlex, Leverkusen 
IgG (50 mg/ml) Biotest AG, Dreieich 
IL-4 (144 U/ml) Promokine, Heidelberg 
L-Glutamin Biochrom AG, Berlin 
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Lipopolysaccharid (100 µg/ml) Alexis, Farmingdale, USA 
Penicillin/Streptomycin Gibco, Eggenstein 
QuantiFast SYBR-Green  Qiagen, Hilden  
Random-Decamer-Primer  Ambion, Darmstadt  
reverse Transkriptase M-MLV  Promega, Mannheim  
RNeasy Mini-Kit  Qiagen, Hilden  
RPMI 1640 PAN Biotech GmbH, Aidenbach 
Szintillationslösung Perkin Elmer, Rodgau 
 
Alle weiteren Chemikalien, die in obiger Tabelle nicht aufgeführt sind, wurden von den Fir-
men Sigma-Aldrich (Deisenhofen) oder Merck (Darmstadt) bezogen. Für alle Lösungen, Puf-
fer und Reaktionsansätze wurde grundsätzlich nur Millipore-gereinigtes Wasser oder RNAse-
freies Diethylpyrocarbonat (DEPC)-behandeltes H2O (H2OUSB; Firma Amersham, Braun-
schweig) verwendet. 
 
3.4 Medien, Puffer und Lösungen 
FACS-Waschpuffer:  PBS, 50 mg/ml IgG, 5 ml 10 %-iges Na-Azid  
MOPS-Puffer (20x):  0,4 M (42 g) MOPS/NaOH (pH 7,0) 
100mM (4,1 g) Natriumacetat, 20mM (3,7 g) EDTA 
ad 500 ml H2ODEPC 
RNA-Ladepuffer: 50 % (10 ml) Formamid, deionisiert 
   2,2 M (3,5 ml) Formaldehyd (37 %), 1x (1 ml) MOPS (20x) 
   0,04 % (0,8 ml) Bromphenolblau (1 % in H2O) 
1 % (0,2 g) Ficoll  
   ad 20 ml H2ODEPC 
   
5 µl/ml Ethidiumbromid (10 mg/ml) vor Gebrauch zugeben. 
 
3.5 Antikörper 
Für den Nachweis von Oberflächen- oder intrazellulären Markern wurden folgende direkt mit 
Fluorochromen konjugierte monoklonale Antikörper gegen humane Antigene verwendet: 
 
 
Spezifität 
 
Isotyp 
 
Klon 
 
Spezies 
 
Konjugat 
 
Firma 
 
CD14 
 
IgG2b 
 
My4 
 
Maus 
 
FITC 
 
Beckman Coulter,  
     Krefeld 
CD1a IgG1 T6 Maus PE Beckman Coulter,  
     Krefeld 
CD25 IgG1 2A3 Maus APC BD, Heidelberg 
CD3 IgG1 UCHT1 Maus APC BD, Heidelberg 
CD4 IgG1 RPA-T4 Maus V450 BD, Heidelberg 
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CD8 IgG1 SK1 Maus PE/Cy7 BioLegend, Fell 
CD80  IgM BB1 Maus FITC BD, Heidelberg 
CD83 IgG2b HB15a Maus FITC Immunotech,  
     Marseille 
CD86 IgG1 2331 (FUN-1) Maus FITC BD, Heidelberg 
CD95 IgG1 DX-2 Maus FITC BD, Heidelberg 
CD95L IgG1 NOK-1 Maus PE eBioscience,  
     Frankfurt 
FoxP3 IgG2a PCH101 Ratte PE eBioscience,  
     Frankfurt 
HLA-DR IgG2b B8.12.2 Maus FITC Immunotech,  
     Marseille 
IFN-γ IgG1 B27 Maus FITC BD, Heidelberg 
IL-17 IgG1 eBio64DEC17 Maus Alexa Fluor 647 eBioscience,  
     Frankfurt 
IL-2 IgG2a MQ1-17H12 Ratte PE BD, Heidelberg 
IL-4 IgG1 8D4-8 Maus Alexa Fluor 488 eBioscience,  
     Frankfurt 
PD-L1 IgG1 MIH1 Maus PE eBioscience,  
     Frankfurt 
β2M IgG2a ß2M-01 Maus FITC Acris, Herfort 
 
Für die Kontrollfärbungen wurden folgende Fluoreszenz-konjugierte Isotyp-Antikörper ver-
wendet: 
 
 
Isotyp 
 
Klon 
 
Spezies 
 
Konjugat 
 
Firma 
 
IgG1 
 
X40 
 
Maus 
 
PE 
 
BD, Heidelberg 
IgGGesamt MS- IgG Maus FITC Beckman Coulter, Krefeld 
IgM GC323 Maus FITC Immunotech, Marseille 
IgG2a eBR2a Ratte FITC eBioscience, Frankfurt 
 
3.6 Oligonukleotide 
Unmodifizierte, mittels HPLC aufgereinigte Oligonukleotide für die „real-time quantitative 
PCR“ (RT-qPCR) wurden entsprechend Kapitel 4.3.3.2.1 entworfen und von den Firma Euro-
fins MWG Operon (Ebersberg) bezogen.  
 
 
Gen  
 
Sequenz: 5`→ 3` 
 
18S rRNA 
 
Sense 
 
ACCGATTGGATGGTTTAGTGAG 
 Antisense CCTACGGAAACCTTGTTACGAC 
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AHR Sense  CTTCATATGTCGTCTAAGGTGTCTGCTG 
 Antisense GGTGGAAGTATTGATCCATCTTTCCC 
ALDH1A1 Sense GGCTTATCAGCAGGAGTGTTTACCA 
 Antisense GCACTTACCACGCCATAGCA 
ALDH1A2 Sense CAATGCAAGCTGGGACTGTTTGG 
 Antisense CTTTACTGTCACCGTCTTAACTTCTGAG 
ALDH1A3 Sense GAGCGAATAGCACCGACTATGGAC 
 Antisense TAAAGCCACCAAATGGAGCCTG 
ATG16L1 Sense CAGGGTTAAGCTTTGGGAAGTATTTGG 
 Antisense GTGCCGTAATCGATAATCATCCACAG 
CYP27B1 Sense TGGCAGAGCTTGAATTGCAAATGG 
 Antisense ACTGTAGGTTGATGCTCCTTTCAGGT 
IDO1 Sense GGTCATGGAGATGTCCGTAAGGT 
 Antisense CCAGTTTCTTGGAGAGTTGGCAG 
IDO2 Sense GCATTCGTCATAGCAAGGAAAGTGG 
 Antisense CTGTCAGCAAGTGGTCCTGTC 
NALP3 Sense GGCTGTAACATTCGGAGATTGTGG 
 Antisense AGGGCGTTGTCACTCAGGTC 
NOD2 Sense TCCTGAAGTTGTCCAATAACTGCATCAC 
 Antisense AGCCGAGCTTGTCAACCTCC 
TLR4 Sense CCCTTCTCAACCAAGAACCTGGAC 
 Antisense CCCATCTTCAATTGTCTGGATTTCACAC 
TLR5 Sense AGCATCCAGGGAAGATGTCGG 
 Antisense CCTGGTTGTTTAAAGACTTCAGTTCCT 
 
3.7 Datenbanken und Software  
CellQuestPro  BD, Heidelberg  
Corel Draw X3 Universität Regensburg 
Ensembl Genome Browser  www.ensembl.org  
Gene ontology  www.geneontology.org  
Microsoft Office 2003, 2007 und 2010 Microsoft Redmond, USA  
Perlprimer Version 1.1.19  http://perlprimer.sourceforge.net/  
PubMed  www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez  
SensorDish-Reader-Software  PreSens, Regensburg  
SPSS 18 Universität Regensburg 
UCSC Genome-Browser (BLAT, in silico-PCR)  www.genome.ucsc.edu  
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4 Methoden  
4.1 Zellbiologische Methoden 
Soweit nicht anders erwähnt, wurden alle Zellen zum Waschen und Ernten für 8 Minuten bei 
300 x g und 4° C zentrifugiert. 
 
4.1.1 Zellzahl- und Vitalitätsbestimmung 
Falls nicht anderweitig beschrieben, erfolgte die Bestimmung der Zellzahl und Vitalität der 
kultivierten Zellen mittels einer Neubauer-Zählkammer im Trypanblau-Ausschlusstest. Hierzu 
verdünnte man die Zellsuspension im 1:1-Verhältnis mit 0,2 % Trypanblaulösung. Die Vitali-
tätsbestimmung erfolgte anhand der Unterscheidung der Zellen durch ihre unterschiedliche 
Anfärbung. Aufgrund ihrer porösen Zellmembran lagern tote Zellen Trypanblau ein und er-
scheinen im Lichtmikroskop im Gegensatz zu den ungefärbten lebenden Zellen blau.  
Die Zellzahl wurde mit Hilfe der Auszählung mehrerer Großquadrate (16 Kleinquadrate pro 
Großquadrat) im Phasenkontrastmikroskop nach folgender Gleichung berechnet: 
 
    n (Zellen/ml) = N x V x 104 
 
n = Zellzahl 
N = Mittelwert der ungefärbten oder gefärbten Zellen pro Großquadrat 
V = Verdünnungsfaktor 
 
benötigte Lösungen: 
Trypanblaulösung:  0,2 % (w/v) (0,2 g) Trypanblau 
    ad 100 ml  NaCl-Lösung (0,9 %)  
 
4.1.2 Gewinnung humaner Monozyten 
Zur Gewinnung humaner Monozyten wurden gesunden Spendern durch Leukapherese Leu-
kozyten entnommen [276]. Mit Hilfe einer nachfolgenden Dichtegradienten-Zentrifugation 
über Ficoll/Hypaque (PAN Biotech, Aidenbach) wurden mononukleäre Zellen (MNC, mo-
nonuclear cell) von den restlichen Leukozyten isoliert und dreimal mit PBS (PAA Laboratori-
es, Pasching, Österreich) gewaschen [277].  
Die darauffolgende Monozytenisolierung erfolgte über Gegenstromzentrifugation (Elutriation) 
innerhalb einer 50 ml-Trennkammer in einer Beckmann-Zentrifuge (J6M-E) bei 2.500 Upm 
und 4° C [278].  
Vor Gebrauch wurden die Apparatur und die damit verbundenen Schläuche 20 Minuten mit  
6 %-iger Wasserstoffperoxid-Lösung sterilisiert, mit PBS gespült und von Luftblasen befreit. 
Nach Eichung des Geräts bei 600 x g und 4° C mit Hanks BSS (PAA Laboratories, Pasching, 
Österreich) wurden die MNCs bei einer Flussrate von 52 ml pro Minute in das System ge-
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pumpt. Bei konstantem Zulauf von Hanks mit 6 %-igem autologem Plasma wurde die Durch-
flußrate schrittweise gesteigert und die unten beschriebenen Fraktionen gesammelt (siehe 
Tabelle 4.1). 
 
Tabelle 4.1: Elutriationsparameter und damit verbundene Zelltypen 
 
Fraktion 
 
Volumen (ml) 
 
Durchflussrate (ml/min) 
 
vorwiegend enthaltener Zelltyp 
 
Ia 
 
1.000 
 
52  
Thrombozyten 
Ib 1.000 57 
 
IIa 
 
1.000 
 
64 
B- und T-Lymphozyten, 
natürliche Killer-Zellen 
IIb 500 72 
IIc 400 82 
IId 400 92 
 
III 
 
800 
 
111 
 
Monozyten 
 
Die Monozyten wurden abzentrifugiert, in RPMI 1640 resuspendiert und gezählt. Die Aus-
beute an Monozyten bezogen auf die eingesetzten MNCs lag je nach Spender zwischen 10 
und 20 %. 
Die Reinheit der erhaltenen Monozyten betrug ≥ 85 %, was sowohl mikroskopisch, als auch 
durch die Analyse der CD14-, CD3- und CD20-Oberflächenexpression mittels Durchfluss-
zytometrie überprüft wurde.  
Um sicherzustellen, dass unstimulierte Monozyten eingesetzt wurden, erfolgte die routine-
mäßige Kontrolle des Stimulierungsgrad der Zellen durch die Bestimmung der IL-6-
Konzentration in den Zellkulturüberständen (1 x 106 Monozyten/2 ml RPMI 1640, 2 % huma-
nes AB-Serum) nach Übernachtinkubation. 
 
4.1.3 Generierung von dendritischen Zellen aus primären Monozyten  
Je 20 x 106 der isolierten Monozyten wurden in 30 ml RPMI 1640 mit 10 % fetalem Kälberse-
rum (FCS, fetal calf serum) unter Zugabe der Zytokine IL-4 (144 U/ml) und GM-CSF 
(225 U/ml) für sieben Tage bei 37° C, 5 % CO2 und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit in mittle-
ren Zellkulturflaschen (75 cm2) zu unreifen dendritischen Zellen (iDC, immature DC) differen-
ziert. Dem Medium wurden 2 mmol/l L-Glutamin (Biochrom, Berlin), 50 U/ml Penicillin und 
50 µg/ml Streptomycin (beide Gibco, Darmstadt) zugesetzt. 
Zur Analyse des Einflusses unterschiedlicher bakterieller Stimuli auf die DCs, wurden diese 
an Tag sieben für zwei weitere Tage mit Lipopolysaccharid (LPS) (10 ng/ml, aus Salmonella 
abortus equi; Alexis, Grünberg), Flagellin (100 ng/ml, aus Salmonella typhimurium; Invitro-
gen, Toulouse, Frankreich) und Muramyldipeptid (MDP) (100 ng/ml, aus Staphylococcus 
aureus; Sigma, Deisenhofen) - einzeln oder in bestimmten Kombinationen inkubiert und so 
reife dendritischen Zellen (mDC, mature DC) generiert.  
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4.1.4 Gewinnung dendritischer Zellen und deren Überstände 
An Tag neun wurden die DCs inklusive Medium in 50 ml-Reaktionsgefäße überführt und ge-
waschen. Ein Volumen von ca. 1,5 ml des Überstandes wurde für die Zytokinmessung mit-
tels ELISA steril filtiert, bei -20° C gelagert und der Rest verworfen. 
Die Resuspendierung der Zellpellets erfolgte in 5 % AB-Serum mit darauffolgender Zellzäh-
lung. Die für die Genexpressions- und durchflusszytometrische Analyse benötigten Zellvolu-
mina wurden abgenommen und die verbleibende Zellsuspension für die gemischte Leukozy-
tenreaktion (MLR, mixed leucocyte reaction) verwendet. 
 
4.2 Immunologische Methoden 
4.2.1 Gemischte Leukozytenreaktion (MLR) 
In der MLR wurden reife DCs als Stimulatorzellen mit allogenen naiven T-Zellen der Fraktion 
IIa als Effektorzellen kokultiviert (siehe Tabelle 4.1). Zur Quantifizierung der Proliferation der 
T-Lymphozyten wurde die Radioaktivität von inkorporiertem radioaktiv markierten [3H]-Thymi-
din bestimmt, welches von proliferierenden Zellen in deren DNA eingebaut wird.  
Die DCs wurden in unterschiedlichen Konzentrationen (1:2-Verdünnungsreihe mit Anfangs-
menge von 2 x 104 bis zur Endkonzentration von 6,25 x 102
 
DCs) in 96-Well-Platten pipettiert 
und mit allogenen T-Lymphozyten als Responderzellen in konstanter Konzentration von 
1 x 105 pro Well bei einem Endvolumen von 200 µl pro Well kokultiviert. Die jeweiligen Kon-
trollen der DCs sowie der T-Zellen wurden mit je 100 µl RPMI 1640 inklusive 5 % AB-Pool 
angesetzt. 
Zur optimalen Interaktion der Zellen wurden die Platten anschließend abzentrifugiert. Nach 
einer Inkubationszeit von fünf Tagen bei 37° C und 5 % CO2, wurde zur Quantifizierung der 
Responderproliferation [3H]-Thymidin in einer Dosis von 0,5 mCi pro Well hinzugegeben. 
Nach weiteren 18 h Inkubation wurden die Komplexe mit einem Wallac-Erntegerät (Perkin 
Elmer, Gaithersburg, MD) auf 96-Well-UniFilter-Platten übertragen, anschließend mit 50 µl 
Szintillationslösung überschichtet und die Oberseiten mit TopSeal-A-Folien (beide Perkin 
Elmer, Gaithersburg, MD) verschlossen. Die Messung der [3H]-Inkorporationsrate erfolgte am 
Wallac Betaplate-Zähler (Perkin Elmer, Gaithersburg, MD) in „Zähler pro Minute“ (cpm, 
counts per minute). 
Diese Experimente wurden freundlicherweise mit Unterstützung von Alice Peuker aus der 
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Marina Kreutz, Universitätsklinikum Regensburg durchgeführt. 
 
4.2.2 Durchflusszytometrie  
Die Durchflusszytometrie dient der Detektion von zellgebundenen Fluoreszenz-markierten 
Antikörpern und liefert somit Informationen über den Phänotyp einer Zelle. Dabei passieren 
einzelne Zellen innerhalb eines Flüssigkeitsstroms einen fokussierten Laserstrahl. Es wird 
sowohl die Fluoreszenz der durch den Laserstrahl angeregten Farbstoffe, als auch die Licht-
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streuung durch die Zellen selbst detektiert. Anhand der Richtung des Streulichts lassen sich 
einerseits Rückschlüsse auf die Größe (Vorwärts-Streulicht) und andererseits auf die Gra-
nularität der Zellen (Seitwärts-Streulicht) schließen. 
Die verwendeten Geräte (FACS Calibur und LSR II, BD, Heidelberg) verfügten über zwei 
bzw. vier Laser und ermöglichten die Messung von insgesamt sechs bzw. zehn Parametern 
pro Zelle. Als Farbstoffkonjugate wurden FITC (Fluorothioisocyanat), PE (Phycoerythrin), 
PE-Cy7, Horizon V450, Alexa Fluor 488 bzw. 647 und APC (Allophycocyanin) verwendet. 
 
4.2.2.1 Oberflächenantigenfärbung 
Die zu untersuchende Zellsuspension wurde, wie in 4.1.4 beschrieben, in FACS-Röhrchen 
(Falcon/BD, Franklin Lakes, USA) überführt, in ca. 2-3 ml FACS-Waschpuffer gelöst und ge-
waschen. Nach Abzentrifugieren (520 x g, 4° C, 4 min) wurden für je eine Färbung 0,5 x 106 
Zellen in 50 µl FACS-Waschpuffer resuspendiert und die vom Hersteller angegebene Menge 
an Antikörper hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 4° C folgten zwei 
weitere Waschschritte mit 600 µl FACS-Waschpuffer und die Zentrifugation bei 520 x g, 4°C, 
4 min. Zuletzt erfolgte die Fixierung der gefärbten Zellen mittels 300-400 µl 1 %-igem PFA 
(1g Paraformaldehyd in 100 ml PBS) und die durchflusszytometrische Analyse. 
 
4.2.2.2 Intrazellulärfärbung 
Hierzu wurden die ausdifferenzierten DCs in den Konzentrationen 2.500 und 10.000 Zellen 
pro Ansatz, mit allogenen T-Zellen in konstanter Konzentration von 100.000 Zellen pro An-
satz, bei einem Endvolumen von 200 µl unter sterilen Bedingungen in 96-Well-Platten kulti-
viert. Die MLRs wurden im Anschluss daran für fünf Tage bei 37° C und 5 % CO2 inkubiert. 
Es erfolgte die intrazelluläre Färbung und Messung der Zytokine (IL-2, IL-4, IFN-γ und IL-17) 
und des Transkriptionsfaktors FoxP3 (forkhead BoxProtein 3) am Durchflusszytometer 
LSR II (BD, Heidelberg).  
 
4.2.2.2.1  Färbung der Zytokine IL-2, IL-4, IFN-γ und IL-17 
Nach fünfstündiger Stimulation der Zellen mit Phorbolmyristatacetat (PMA, 20 ng/ml, Calbio-
chem GmbH, Bad Soden), Ionomycin (1 µM, Alexis, Grünberg) und der Zugabe von Gol-
gi-Stop (BD, Heidelberg), wurden diese geerntet und mit FACS-Waschpuffer gewaschen. 
Um die T-Zell-Fraktion durchflusszytometrisch abgrenzen zu können, führte man eine direkte 
Antikörperfärbung der typischen T-Zell-Oberflächenantigene CD3, CD4, CD8 und des Aktivi-
tätsmarkers CD25 nach oben beschriebener Verfahrensweise (siehe 4.2.2.1) durch. Nach 
einem darauffolgenden Waschschritt wurden die Zellen mit 250 µl einer Fixierungs- und 
Permeabilisierungs-Lösung (BD, Heidelberg) für 20 min bei 4° C fixiert und für die intrazellu-
läre Antikörperaufnahme vorbereitet. Nach zweimaligem Waschen der permeabilisierten Zel-
len mit BD Perm/Wash (BD, Heidelberg) erfolgte die Intrazellulärfärbung mit der vom Herstel-
ler angegebenen Antikörpermenge (IL-2, IL-4, IFN γ und IL-17). Nach einer Inkubationszeit 
von 30 min bei 4° C und weiterem zweimaligem Waschen mit BD Perm/Wash wurden die 
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Zellen in PBS aufgenommen und am LSR II analysiert. Die Färbung und Analyse wurden 
freundlicherweise von Rüdiger Eder aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Matthias Edinger 
und PD Dr. Petra Hoffmann, Universitätsklinikum Regensburg durchgeführt. 
 
4.2.2.2.2  Färbung des Transkriptionsfaktors FoxP3 
Die Detektion des Transkriptionsfaktors FoxP3 verläuft ähnlich wie die intrazelluläre Zytokin-
färbung. Im Gegensatz dazu, wurden die Zellen nicht vorstimuliert, die Schritte der direkten 
Antikörperfärbung der Oberflächenmoleküle CD3, CD4, CD8 und CD25 erfolgten jedoch wie 
in 4.2.2.1 beschrieben. Im Anschluss daran wurden die Zellen mit 1 ml der Fixations-
/Permeabilitäts-Lösung (eBioscience, Frankfurt) fixiert und anschließend für 45 min bei 4° C 
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit 2 ml Permeabilisierungspuffer (eBioscience, 
Frankfurt) erfolgte die Zugabe des Antikörpers FoxP3. Nach einer Inkubationszeit von 30 min 
bei 4° C und weiterem zweimaligem Waschen mit Permeabilitätspuffer wurden die Zellen in 
PBS aufgenommen und am LSR II analysiert. Die Färbung und Analyse wurde ebenfalls 
freundlicherweise von Rüdiger Eder aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Matthias Edinger 
und PD Dr. Petra Hoffmann, Universitätsklinikum Regensburg durchgeführt. 
 
4.2.3 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
Zur Bestimmung von Zytokinen in den Kulturüberständen der dendritischen Zellen (Gewin-
nung siehe 4.1.4) wurden kommerziell erhältliche ELISA verwendet. Dabei bindet das zu 
analysierende Antigen den sogenannten Coating-Antikörper, der mit einer festen Oberfläche 
(z.B. Mikrotiterplatte) verbunden ist. Der Detektionsantikörper, der daraufhin das gesuchte 
Antigen spezifisch bindet, ist mit einem Marker, hier mit einem Enzym, gekoppelt, welches 
bei Umsetzung eines zugegebenen Substrats einen Farbstoff entstehen lässt. Die Stärke der 
entstehenden Färbung lässt Rückschlüsse auf die Konzentration des gesuchten Antigens zu 
[279]. Die Analyse der zu untersuchenden Zytokine IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-23 und 
TNF erfolgte mittels „DuoSet ELISA“ nach Angaben des Herstellers (R&D Systems, Wiesba-
den). Die Messungen wurden freundlicherweise mit Unterstützung von Alice Peuker aus der 
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Marina Kreutz, Universitätsklinikum Regensburg durchgeführt. 
 
4.3 Molekularbiologische Methoden 
4.3.1 Isolation von RNA aus dendritischen Zellen 
Um eine Genexpressionsanalyse durchführen zu können, musste zunächst die RNA aus den 
Zellen gewonnen werden. Nach Abnahme der Kulturüberstände (siehe 4.1.4), wurden die 
gewonnenen Zellen nach zweimaligem Waschen mit PBS mit 350 µl RLT-Puffer (RNeasy® 
Mini Kit, Qiagen, Hilden) und 2 % ß-Mercaptoethanol versetzt, durch eine Spritze mit gelber 
Kanüle (20G) gezogen und somit lysiert. Die Isolierung der RNA erfolgte nach Angaben des 
Herstellers mit dem „RNeasy® Mini Kit“ (Qiagen, Hilden). Die Konzentration der isolierten 
RNA wurde photometrisch mit Hilfe des Spektralphotometers NanoDrop ND1000 (PeqLab, 
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Erlangen) bestimmt. Die Qualitätsprüfung der RNA wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese 
(siehe 4.3.2) durchgeführt. Die isolierte RNA wurde entweder direkt zu cDNA (copy DNA) 
umgeschrieben oder bis zur reversen Transkription (siehe 4.3.3.1) bei -20° C gelagert. 
 
4.3.2 Agarose-Gelelektrophorese 
Das Lösen der Agarose erfolgte in den entsprechenden Mengen von H2ODEPC und MOPS 
(3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure)-Puffer (20x) laut Tabelle 4.2 durch Erhitzen in einer 
Mikrowelle. Unter dem Abzug wurde nach Abkühlen der Lösung auf ca. 60° C unter Rühren 
Formaldehyd hinzugefügt und das Gel in die vorbereitete Form überführt. 
 
Tabelle 4.2: Zusammensetzung von RNA-Agarosegelen 
 
Agarose 
 
H2ODEPC 
 
MOPS (20x) 
 
Formaldehyd 
 
Endvolumen 
 
0,3 g 
 
22,8 ml 
 
1,5 ml 
 
5,3 ml 
 
30 ml 
0,5 g 38 ml 2,5 ml 8,8 ml 50 ml 
1,5 g 115 ml 7,5 ml 26,5 ml 150 ml 
2,5 g 190 ml 12,5 ml 44 ml 250 ml 
 
Nach Verdünnen der RNA-Proben im Verhältnis 1:4 mit RNA-Ladepuffer, wurden diese 
20 Minuten bei 65° C denaturiert, auf Eis gestellt, kurz abzentrifugiert und in die mit 1x 
MOPS-Ladepuffer beschichteten Probentaschen überführt. Durch Vorinkubation der Proben 
für 1 Stunde bei 37° C ist es möglich, durch die Aktivierung von RNAsen, eine Kontamination 
der zu untersuchenden RNA sichtbar zu machen. Aus diesem Grund wurden die Proben mit 
und ohne Inkubation analysiert. Im Anschluss erfolgte die elektrophoretische Auftrennung bei 
40 V für 4-6 h. 
 
4.3.3 Polymerasekettenreaktion 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) dient der in vitro-
Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente. Hierzu werden eine DNA-Vorlage (template), 
eine hitzestabile DNA-Polymerase und sequenzspezifische Oligonukleotid-Primer benötigt, 
die den zu vervielfältigenden DNA-Bereich flankieren [280]. 
Zur Quantifizierung der Expressionsstärke von Genen besteht die Möglichkeit, eine spezielle 
Form der PCR, die „real-time quantitative PCR“ (RT-qPCR), anzuwenden, wie es in dieser 
Arbeit gemacht wurde. Um diese Methode durchführen zu können, muss die gewonnene 
RNA zunächst in komplementäre DNA (cDNA, copy DNA) durch reverse Transkription (RT, 
siehe 4.3.3.1) umgeschrieben werden, da eine Amplifikation der RNA durch die eingesetzten 
DNA-Polymerasen nicht möglich ist. 
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4.3.3.1 Reverse Transkription 
Die Transkription der isolierten Gesamt-RNA in cDNA erfolgte mit Hilfe der Reversen Tran-
skriptase aus einem murinen Leukämie-Virus (Stamm Moloney) (M-MLV), Deka-Nukleotid- 
Primern mit zufälliger Sequenz (“Random-Decamer“-Primer) und 2-Desoxy-ribonukleosid-5`-
Triphosphaten (dNTPs). Die Reaktion mit einem Gesamtvolumen von 20 µl wurde in dick-
wandigen Reaktionsgefäßen angesetzt und in einem PCR-Thermocycler inkubiert. 
 
RT-Reaktion:  0,5 µg  Gesamt-RNA 
1 µl  „Random-Decamer“-Primer 
1 µl  dNTPs (je 10 µM) 
ad 15 µl H2OUSB 
5 min bei 65° C inkubieren, auf Eis stellen, abzentrifugieren. 
 
4 µl  M-MLV-Puffer (5x)  
2 min bei 42° C inkubieren. 
 
1 µl  M-MLV Reserve Transkriptase  
50 min bei 42° C, anschließend 15 min bei 70° C inkubieren. 
 
4.3.3.2 „Real-time“ quantitative PCR (RT-qPCR) 
Nach Transkription der zu untersuchenden RNA in cDNA (siehe 4.3.3.1), erfolgte im An-
schluss die Amplifikation der DNA mittels RT-qPCR. Die auf dem Prinzip der Polymerase-
Kettenreaktion basierende RT-qPCR verwendet einen Farbstoff (z.B. „SYBR-Green“), der 
sich in doppelsträngige DNA einlagert und in gebundener Form fluoresziert. Die Menge an 
Fluoreszenz, die nach jedem PCR-Zyklus vom PCR-Gerät registriert und bestimmt wird, ist 
zur Menge amplifizierter DNA proportional. Die Quantifizierung der PCR-Produkte erfolgt in 
der frühen und zugleich exponentiellen Phase der PCR: ein sogenannter „cycle threshold“ 
(ct)-Wert, welcher den PCR-Zyklus beschreibt, in dem die Fluoreszenz in einer Probe erst-
malig signifikant den Wert der Hintergrundfluoreszenz übersteigt, wurde für jede gemessene 
Probe vom PCR-Gerät bestimmt. Mit Hilfe der Standardgeraden, welche durch Amplifikation 
bekannter cDNA-Mengen und den daraus ermittelten ct-Werten erstellt wurde, konnte dem 
ct-Wert der Proben eine relative cDNA-Menge zugeordnet werden. 
 
4.3.3.2.1  Entwerfen von Primern für die RT-qPCR 
Die genomischen DNA-Sequenzen für das Entwerfen von RT-qPCR-Primern wurden aus der 
Datenbank „Ensembl Genome Browser“ bezogen. Die Primer wurden mit der Software „Perl-
primer“ freundlicherweise von Dr. Michael Kastenberger und Dr. Katrin Peter konstruiert. Da-
bei wurde darauf geachtet, dass die Oligonukleotidsequenzen einen GC-Gehalt von ca. 
40-60 % enthielten.  
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Für die Primer galten folgende Kriterien: 
   Schmelztemperatur: 65-68° C 
   Länge: 18-28 bp 
   Länge des Amplifikats: 70-200 bp 
Um die Amplifikation genomischer DNA zu verhindern, wurden RT-qPCR-Primer auf zwei 
verschiedene, ein Intron begrenzende, Exons gelegt. Zur Vermeidung der Vervielfachung 
unspezifischer Nebenprodukte, wurde die Spezifität der Primer mittels „BLAT“ und „in silico-
PCR“ (beide auf den Seiten des „UCSC Genome Browsers“) kontrolliert. 
 
4.3.3.2.2  Reaktionsansatz von RT-qPCR-Reaktionen 
Zur Durchführung der RT-qPCR wurde der „QuantiFast SYBR Green-Kit“ verwendet.  
Die Reaktionen wurden in PCR-Platten mit 96 Vertiefungen in einem Volumen von 10 µl an-
gesetzt. Die verwendete cDNA wurde 1:5 bzw. 1:10 in H2OUSB verdünnt. 
Der Reaktionsansatz setzte sich aus 5 µl QuantiFast SYBR Green-Mischung, 0,5 µl Sense-
Primer (10 µM), 0,5 µl Antisense-Primer (10 µM), 1 bzw. 2 µl cDNA und 2 bzw. 3 µl H2OUSB 
zusammen. Nach Verschweißen der Platte mit einer Siegelfolie und kurzer Zentrifugation, 
wurde die RT-qPCR am Realplex Mastercycler EpGradient S (Eppendorf, Hamburg) nach 
dem in Tabelle 4.3 beschriebenen Programm durchgeführt. 
 
Tabelle 4.3: Standardprogramm für die RT-qPCR 
 
PCR-Schritt 
 
Parameter 
 
Initiales Aufschmelzen 
 
95° C, 5 min 
 
45 Zyklen 
 
Aufschmelzen 
 
95° C, 8 s 
Hybridisierung, Elongation 60° C, 20 s 
Schmelzkurve 
 
95° C, 15 s 
65° C, 15 s 
65-95° C, 10 min 
 
Zur Bildung der Standardgeraden setzte man bei jeder RT-qPCR-Messung neben den zu 
analysierenden Proben zusätzlich eine Verdünnungsreihe (unverdünnt, 1:10, 1:50, 1:100, 
1:500, 1:1000) mit einer für das zu untersuchende Gen positiven Probe ein. 
Mittels der Steigung der Standardgeraden (slope) und des Schnittpunktes der Standradgera-
den mit dem y-Achsenabschnitt (y-Intercept), berechnete die Realplex-Software die relative 
Menge an cDNA in den analysierten Proben. 
Die spezifische Amplifikation des gewünschten PCR-Produktes wurde anhand des Verlaufs 
der Schmelzkurve kontrolliert. Alle Proben wurden in Triplikaten gemessen. Die erhaltenen 
Daten wurden in „Microsoft Excel 2003“ importiert und auf die jeweilige Menge von 18S 
rRNA, welche ebenfalls mittels RT-qPCR ermittelt wurde, normalisiert. 
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4.4 Statistische Auswertung 
Die erhaltenen Messwerte wurden gemittelt, außerdem wurde die Standardabweichung (SD, 
standard deviation) errechnet. Signifikanzen zwischen zwei verschiedenen Ansätzen wurden 
mit Hilfe der Software „SPSS 18“ unter Anwendung des ungepaarten Student’s t-test be-
stimmt. Ein P-Wert von <0,05 wurde als statistisch signifikant (*), <0,01 als sehr signifikant 
(**) und <0,001 als hoch signifikant (***) betrachtet. P-Werte von >0,05 galten als nicht signi-
fikant (n.s.). 
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5 Ergebnisse 
 
Da die Stimulation dendritischer Zellen (DC, dendritic cell) durch bakterielle Komponenten 
eine entscheidende Rolle in der Pathophysiologie der „Graft-versus-Host-Disease“ (GvHD) 
zu spielen scheint, stellte sich die Frage, inwiefern Lipopolysaccharid (LPS), Flagellin und 
Muramyldipeptid (MDP) die Eigenschaften von DCs beeinflussen.  
Zur in vitro-Generierung von unreifen DCs (iDC, immature DC) wurden humane Monozyten 
für sieben Tage mit IL-4 und GM-CSF stimuliert [24]. Die so gewonnenen iDCs wurden für 
zwei weitere Tage mit LPS, Flagellin (Flag) und MDP sowie den Kombinationen aus LPS mit 
Flagellin, sowie LPS mit MDP inkubiert. Im Folgenden werden die DCs je nach ihrem zuge-
setzten Stimulus benannt: „LPS-DC“, „Flag-DC“, „MDP-DC“, „LPS+Flag-DC“ und „LPS+MDP 
-DC“. An Tag neun erfolgte die Analyse der DCs. 
 
5.1 Analyse der Expression von Oberflächenantigenen auf dendri-
tischen Zellen nach Inkubation mit bakteriellen Komponenten 
Zunächst sollte der Einfluss der bakteriellen Komponenten auf die Expression von Oberflä-
chenantigenen auf DCs untersucht werden. Hierbei wurde die Expression der typischen DC-
Marker CD1a und CD83, des Monozytenmarkers CD14, der kostimulatorischen Moleküle 
CD80 und CD86, sowie die MHC-Moleküle HLA-DR (MHC-II) und β2-Mikroglobulin (β2M, 
MHC-I) durchflusszytometrisch analysiert [53]. Zudem wurde die Expression von CD95 (Fas) 
und seinem Ligand CD95L (FasL) als Induktoren der Apoptose sowie der „Programmed-cell-
death-ligand-1“ (PD-L1) als koinhibitorisches Molekül von T-Zellen (siehe Kapitel 1.2.3) er-
mittelt.  
 
5.1.1 Einfluss von LPS, Flagellin und MDP auf die Expression von Ober-
flächenantigenen auf dendritischen Zellen 
Zur Analyse der Oberflächenantigenexpression wurden die an Tag sieben geernteten DCs 
mit monoklonalen Antikörpern gegen CD1a und CD14, CD80, CD83 und CD86, HLA-DR und 
β2M sowie CD95L, CD95 und PD-L1 angefärbt und die Antigenexpression mit Hilfe der 
Durchflusszytometrie bestimmt.  
Wie in Abbildung 5.1-A veranschaulicht, führte eine Stimulation der DCs mit LPS, Flagellin 
und MDP zu einer ähnlich hohen Expression des DC-Differenzierungsmarkers CD1a bei 
gleichzeitig verminderter Expression des Monozytenmarkers CD14. Dies trat allerdings auch 
ohne Stimulus auf und ist somit nicht reifungsassoziiert. Im Gegensatz dazu, stellte sich die 
Expression der Reifungsmarker CD80, CD83 und CD86 nach Inkubation mit LPS im Ver-
gleich zur Kontrolle signifikant verstärkt dar. Zudem ließ sich eine signifikant erhöhte Expres-
sion von CD80 bei Inkubation der DCs mit Flagellin beobachten. MDP zeigte im Vergleich 
zum unstimulierten Status keinen Einfluss auf die Expression der DC-Reifungsmarker (Ab-
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bildung 5.1-B). Bezüglich der Expression von HLA-DR und β2M ließen sich, wie Abbildung 
5.1-C zeigt, keine signifikanten Unterschiede durch die verschiedenen bakteriellen Stimuli im 
Vergleich zum unreifen Status feststellen, wobei bei LPS-DCs eine tendenziell stärkere Ex-
pression der beiden Moleküle beobachtet werden konnte. CD95 und PD-L1 wurden nach 
Inkubation mit LPS im Vergleich zum unstimulierten Zustand in signifikantem Maße verstärkt 
exprimiert, wohingegen Flagellin und MDP keinen Einfluss auf deren Expression hatten. Wie 
in Abbildung 5.1-D an einem Einzelexperiment gezeigt, beeinflusste keines der einzelnen 
Stimuli die Expression von CD-95L.  
 
 
 
Abbildung 5.1: Oberflächenantigenexpression auf dendritischen Zellen unter Einfluss von LPS, Flagellin 
und MDP  
Zur Generierung von unreifen DCs (iDC, immature DC) wurden humane Monozyten mit 10 % FCS, GM-CSF und 
IL-4 über sieben Tage kultiviert. Die gewonnenen iDCs wurden daraufhin für zwei weitere Tage mit 10 ng/ml LPS 
(LPS-DC), 100 ng/ml Flagellin (Flag-DC) oder 100 ng/ml MDP (MDP-DC) inkubiert. An Tag neun erfolgte die 
direkte Oberflächenfärbung der geernteten Zellen mit monoklonalen Antikörpern gegen (A) CD1a und CD14, 
(B) CD80, CD83 und CD86, (C) HLA-DR und β2M und (D) CD95L, CD95 und PD-L1. Als Kontrolle dienten iDCs. 
Die Antigenexpression wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert des Medi-
an der Fluoreszenzintensität aus mindestens fünf unabhängigen Experimenten +/- SD. Im Fall von CD95L ist 
ein Einzelexperiment dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte mittels Student`s t-test: ∗P<0,05, ∗∗P<0,01, 
∗∗∗P<0,001 relativ zu iDCs. 
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Abbildung 5.2 zeigt Histogramme der Fluoreszenzintensität der Marker CD1a und CD86 ei-
nes repräsentativen Experimentes. Hier wird nochmals deutlich, dass nur LPS zu einer effek-
tiven Induktion des Reifungsmarkers CD86 führt. 
 
 
 
Abbildung 5.2: Durchflusszytometrische Darstellung der Oberflächenantigenexpression von CD1a und 
CD86 auf dendritischen Zellen unter Einfluss von LPS, Flagellin und MDP  
Zur Generierung von unreifen DCs (iDC, immature DC) wurden humane Monozyten mit 10 % FCS, GM-CSF und 
IL-4 über sieben Tage kultiviert. Die gewonnenen iDCs wurden daraufhin für zwei weitere Tage mit 10 ng/ml LPS 
(LPS-DC), 100 ng/ml Flagellin (Flag-DC) oder 100 ng/ml MDP (MDP-DC) inkubiert. An Tag neun erfolgte die 
direkte Oberflächenfärbung der geernteten Zellen mit monoklonalen Antikörpern gegen (A) CD1a und  (B) CD86. 
Als Kontrolle dienten iDCs. Die Antigenexpression wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt ist jeweils die 
Population der Kontrolle und der stimulierten DCs (schwarze bzw. graue Kurven). Als Negativkontrollen dienten 
entsprechende Isotypenkontrollen (weiße Kurven). Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus fünf unab-
hängigen Experimenten. 
 
 
5.1.2 Einfluss von LPS in Kombination mit Flagellin bzw. MDP auf die 
Expression von Oberflächenantigenen auf dendritischen Zellen 
Unter physiologischen Bedingungen sind DCs, besonders im Rahmen der GvHD, nicht den 
einzelnen bakteriellen Bestandteilen alleine ausgesetzt, sondern werden vielmehr durch 
mehrere bakterielle Liganden parallel stimuliert. Daher stellte sich die Frage, wie sich die 
Kombination der Stimuli LPS, Flagellin und MDP auf die Oberflächenantigenexpression von 
DCs auswirkt. Hierzu wurden die DCs mit LPS in Kombination mit Flagellin bzw. MDP stimu-
liert, im Anschluss einer direkten Oberflächenantigenfärbung mit monoklonalen Antikörpern 
gegen CD1a und CD14, CD80, CD83 und CD86, HLA-DR und β2M sowie CD95 und PD-L1 
unterzogen und durchflusszytometrisch analysiert. 
Abbildung 5.3 veranschaulicht, dass die kombinierte Inkubation mit LPS und Flagellin bzw. 
MDP im Vergleich zur alleinigen Inkubation mit LPS, eine ähnlich starke Expression sowohl 
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von CD1a und CD14 (Abbildung 5.3-A), als auch der Reifungsmarker CD80, CD83 und 
CD86 (Abbildung 5.3-B), der MHC-Komponenten HLA-DR und β2M (Abbildung 5.3-C), sowie 
von CD95 und PD-L1 induzierte (Abbildung 5.3-D). 
 
 
 
 
Abbildung 5.3: Oberflächenantigenexpression auf dendritischen Zellen unter Einfluss von LPS in Kombi-
nation mit Flagellin bzw. MDP  
Zur Generierung von unreifen DCs (iDC, immature DC) wurden humane Monozyten mit 10 % FCS, GM-CSF und 
IL-4 über sieben Tage kultiviert. Die gewonnenen iDCs wurden daraufhin für zwei weitere Tage mit 10 ng/ml LPS 
(LPS-DC), LPS 10 ng/ml und 100 ng/ml Flagellin (Flag+LPS-DC) oder 10 ng/ml LPS und 100 ng/ml MDP 
(MDP+LPS-DC) inkubiert. An Tag neun erfolgte die direkte Oberflächenfärbung der geernteten Zellen mit mono-
klonalen Antikörpern gegen (A) CD1a und CD14, (B) CD80, CD83 und CD86, (C) HLA-DR und β2M und (D) 
CD95 und PD-L1. Als Kontrolle dienten LPS-DCs. Die Antigenexpression wurde mit Hilfe der Durchfluss-
zytometrie bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert des Median der Fluoreszenzintensität aus mindestens sechs 
unabhängigen Experimenten +/- SD.  
 
 
 
Die durch die Kombination der Stimuli unveränderte Expression der Marker CD1a und CD86 
ist in Abbildung 5.4 anhand eines repräsentativen Einzelexperiments dargestellt. Es zeigt 
sich also, dass sowohl Flagellin als auch MDP die LPS-Antwort nicht verändern und die re-
sultierenden DCs, gemessen an typischen Oberflächenmarkern, einen vergleichbaren Rei-
fungsstatus aufweisen. 
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Abbildung 5.4: Durchflusszytometrische Darstellung der Oberflächenantigenexpression von CD1a und 
CD86 auf dendritischen Zellen unter Einfluss von LPS in Kombination mit Flagellin bzw. MDP  
Zur Generierung von unreifen DCs (iDC, immature DC) wurden humane Monozyten mit 10 % FCS, GM-CSF und 
IL-4 über sieben Tage kultiviert. Die gewonnenen iDCs wurden daraufhin zwei weitere Tage mit 10 ng/ml LPS 
(LPS-DC), LPS 10 ng/ml und 100 ng/ml Flagellin (Flag+LPS-DC) oder 10 ng/ml LPS und 100 ng/ml MDP 
(MDP+LPS-DC) inkubiert. An Tag neun erfolgte die direkte Oberflächenfärbung der geernteten Zellen mit mono-
klonalen Antikörpern gegen (A) CD1a und (B) CD86. Als Kontrolle dienten LPS-DCs. Die Antigenexpression wur-
de durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt ist jeweils die Population der Kontrolle und der stimulierten DCs 
(schwarze bzw. graue Kurven). Als Negativkontrollen dienten entsprechende Isotypenkontrollen (weiße Kurven). 
Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment aus sechs unabhängigen Experimenten. 
 
 
5.2 Analyse der Zytokinproduktion dendritischer Zellen nach Inku-
bation mit bakteriellen Komponenten 
Die Detektion von bakteriellen Bestandteilen über PRRs induziert über die Aktivierung von 
NFκB-Signalkaskaden die Sekretion proinflammatorischer Zytokine und Chemokine wie IL-
1β, TNF, IL-6, IL-8 und IL-12 (siehe 1.2.2). Des Weiteren induzieren bakterielle Komponen-
ten die Sekretion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 und des für die Funktion von 
TH17-Zellen essentielle Zytokin IL-23 [36, 67, 281]. Daher wurde im Folgenden der Einfluss 
von LPS, Flagellin und MDP als Bestandteile sowohl grampositiver als auch gramnegativer 
Bakterien auf die Zytokinantwort von DCs anhand der Messung der genannten proinflamma-
torischen Zytokine, sowie von IL-10 mittels ELISA-Messung analysiert.  
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5.2.1 Zytokinsekretion dendritischer Zellen nach Stimulation mit LPS, 
Flagellin und MDP  
                        
                               
Abbildung 5.5: Zytokinsekretion dendritischer Zellen nach Stimulation mit LPS, Flagellin und MDP 
Zur Generierung von unreifen DCs (iDC, immature DC) wurden humane Monozyten mit 10 % FCS, GM-CSF und 
IL-4 über sieben Tage kultiviert. Die gewonnenen iDCs wurden daraufhin zwei weitere Tage mit 10 ng/ml LPS 
(LPS-DC), 100 ng/ml Flagellin (Flag-DC) oder 100 ng/ml MDP (MDP DC) inkubiert, an Tag neun geerntet und die 
Zytokine in den Kulturüberständen bestimmt. Als Kontrolle dienten iDCs. Die Analyse von (A) IL-1β und TNF, 
(B) IL-6 und IL-8, sowie (C) IL-10, IL-12 und IL-23 erfolgte mittels ELISA. Die Daten stellen die Mittelwerte aus 
mindestens drei unabhängigen Experimenten +/- SD dar. Die statistische Analyse erfolgte mittels des Student`s 
t-test: ∗P<0,05, ∗∗P<0,01, ∗∗∗P<0,001 relativ zu iDCs. 
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Die Messung der Zytokinproduktion der DCs, die mit LPS, Flagellin oder MDP stimuliert wur-
den, erfolgte mittels ELISA aus den Überständen der an Tag neun geernteten DCs.  
Wie in Abbildung 5.5-A gezeigt, sezernierten LPS-DCs im Vergleich zu iDCs eine signifikant 
größere Menge der Zytokine IL-1β und TNF. Ebenso wurde TNF durch die Stimulation mit 
Flagellin im Vergleich zur Kontrolle signifikant verstärkt gebildet. MDP hatte keinen Einfluss 
auf die TNF- bzw. IL-1β-Zytokinsekretion.  
Sowohl LPS, Flagellin als auch MDP führten zu einer signifikant erhöhten IL-6-Sekretion im 
Vergleich zu unreifen Zellen, wobei LPS die stärkste Zytokinantwort hervorrief. Flagellin in-
duzierte, verglichen mit MDP, eine signifikant höhere IL-6-Freisetzung.  
Auch IL-8 wurde nach Inkubation mit LPS im Vergleich zu iDCs signifikant stärker von den 
DCs sezerniert, wohingegen MDP und Flagellin im Vergleich zur Kontrolle nur eine tendenzi-
ell verstärkte Sekretion von IL-8 aufwiesen (Abbildung 5.5-B).  
LPS-DCs setzten im Vergleich zu iDCs signifikant höhere Konzentrationen von IL-10, IL-12 
und IL-23 frei, wobei Flagellin und MDP keinen wesentlichen Einfluss auf die Produktion der 
drei Zytokine zeigten (Abbildung 5.5-C). 
 
5.2.2 Zytokinsekretion dendritischer Zellen nach Stimulation mit LPS in 
Kombination mit Flagellin bzw. MDP  
Die Freisetzung der in Kapitel 5.2 beschriebenen Zytokine durch DCs wurden auch bei Inku-
bation der DCs mit LPS in Kombination mit Flagellin bzw. mit MDP in den Überständen mit-
tels ELISA analysiert.  
Wie Abbildung 5.6 zeigt, ergaben sich bezüglich der Sekretion von IL-1β, TNF, IL-6 und IL-8 
keine signifikanten Unterschiede zwischen LPS und den Kombinationen aus LPS mit Fla-
gellin bzw. MDP. Allerdings zeigte sich eine signifikant verstärkte Freisetzung von IL-10, IL-
12 und IL-23 bei der Inkubation mit LPS plus MDP im Vergleich zur alleinigen LPS-
Stimulation (Abbildung 5.6-C). Zudem ließ sich eine tendenziell verstärkte Sekretion von IL-
1β und IL-8 bei der Kombination von LPS mit MDP beobachten (Abbildung 5.6-A und -B). 
Insgesamt führt MDP somit in Kombination mit LPS zu einem veränderten Zytokinprofil der 
DC, auch wenn bezüglich der Oberflächenantigenexpression keine Veränderungen nach-
weisbar waren. 
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Abbildung 5.6: Zytokinsekretion dendritischer Zellen nach Stimulation mit LPS in Kombination mit Fla-
gellin bzw. MDP 
Zur Generierung von unreifen DCs (iDC, immature DC) wurden humane Monozyten mit 10 % FCS, GM-CSF und 
IL-4 über sieben Tage kultiviert. Die gewonnenen iDCs wurden daraufhin zwei weitere Tage mit 10 ng/ml LPS 
(LPS-DC), LPS 10 ng/ml und 100 ng/ml Flagellin (Flag+LPS-DC) oder 10 ng/ml LPS und 100 ng/ml MDP 
(MDP+LPS-DC) inkubiert, an Tag neun geerntet und die Zytokine in den Kulturüberständen bestimmt. Die Analy-
se von (A) IL-1ß und TNF, (B) IL-6 und IL-8 und (C) IL-10, IL-12 und IL-23 erfolgte mittels ELISA. Die Daten stel-
len die Mittelwerte aus mindestens fünf unabhängigen Experimenten +/- SD dar. Die statistische Analyse erfolgte 
mittels des Student`s t-test: ∗P<0,05, ∗∗P<0,01 relativ zu LPS-DCs. 
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5.3 Analyse der Genexpression dendritischer Zellen nach Inkubati-
on mit bakteriellen Komponenten 
Weiterhin stellte sich die Frage, inwiefern die unterschiedlichen bakteriellen Stimuli die Gen-
expression von DCs beeinflussen. Hierzu wurden die DCs mit LPS, Flagellin und MDP, so-
wie deren Kombinationen inkubiert, im Anschluss die RNA der DCs isoliert und die mRNA-
Expression verschiedener Gene mittels „real-time“ quantitativer Polymerasekettenreaktion 
(RT-qPCR, real-time quantitative polymerase-chain-reaction) relativ zur Expression der 18S 
rRNA quantifiziert. 
 
5.3.1 Genexpression von Komponenten des angeborenen Immunsys-
tems in dendritischen Zellen 
Im Folgenden wurde der Einfluss der bakteriellen Komponenten auf die Genexpression des 
LPS-Rezeptors TLR4, des Flagellin-Rezeptors TLR5 sowie der MDP-Rezeptoren NOD2 und 
NALP3 und des Autophagosomenbestandteils ATG16L1 quantitativ detektiert. 
 
5.3.1.1 Genexpression in dendritischen Zellen nach Inkubation mit LPS, Fla-
gellin und MDP  
An Tag neun wurden die DCs, die mit LPS, Flagellin oder MDP stimuliert wurden, geerntet, 
deren RNA isoliert und durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Die relative 
mRNA-Expression von TLR4, TLR5, NOD2 sowie NALP3 und ATG16L1 wurde mittels RT-
qPCR ermittelt. Die Expressionslevel wurden auf die Expression von 18S rRNA normalisiert.  
 
 
 
 
Abbildung 5.7: Einfluss von LPS, Flagellin und MDP auf die mRNA-Expression von TLR4, TLR5 und NOD2 
in dendritischen Zellen 
Zur Generierung von unreifen DCs (iDC, immature DC) wurden humane Monozyten mit 10 % FCS, GM-CSF und 
IL-4 über sieben Tage kultiviert. Die gewonnenen iDCs wurden daraufhin zwei weitere Tage mit 10 ng/ml LPS 
(LPS-DC), 100 ng/ml Flagellin (Flag-DC) oder 100 ng/ml MDP (MDP-DC) inkubiert. An Tag neun wurden die Zel-
len geerntet, die RNA isoliert und durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Die relative mRNA-
Expression von (A) NOD2, (B) TLR4 und (C) TLR5 wurde mittels RT-qPCR ermittelt. Alle gemessenen Expressi-
onslevel wurden auf die Expression von 18S rRNA normalisiert. Als Kontrolle dienten iDCs. Gezeigt ist der Mit-
telwert der gemessenen mRNA-Expression aus mindestens vier unabhängigen Experimenten +/-SD. Die statisti-
sche Analyse erfolgte mittels des Student`s t-test: ∗P<0,05 relativ zu iDCs. 
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Abbildung 5.7-A lässt erkennen, dass LPS-DCs im Vergleich zu iDCs und Flag-DCs tenden-
ziell eine Herunterregulation der NOD2-mRNA-Expression zeigten. Jedoch ließ sich kein 
signifikanter Unterschied der mRNA-Expression von NOD2 zwischen iDCs, LPS-DCs, Flag-
DCs bzw. MDP-DCs beobachten. 
LPS-DCs exprimierten die TLR4-mRNA im Vergleich zur Kontrolle in signifikant verminder-
tem Ausmaß. Im Vergleich zu iDCs zeigten Flag-DCs und MDP-DCs keinen wesentlichen 
Einfluss auf die mRNA-Expression von TLR4 (Abbildung 5.7-B).  
Wie in Abbildung 5.7-C gezeigt, war die TLR5-mRNA-Expression sowohl in LPS-DCs als 
auch in Flag-DCs gegenüber der Kontrolle signifikant geringer. MDP beeinflusste die mRNA-
Expression von TLR5  im Vergleich zur Kontrolle nicht.  
 
                          
 
Abbildung 5.8: Einfluss von LPS, Flagellin und MDP auf die mRNA-Expression von NALP3 und ATG16L1 
in dendritischen Zellen 
Zur Generierung von unreifen DCs (iDC, immature DC) wurden humane Monozyten mit 10 % FCS, GM-CSF und 
IL-4 über sieben Tage kultiviert. Die gewonnenen iDCs wurden daraufhin zwei weitere Tage mit 10 ng/ml LPS 
(LPS-DC), 100 ng/ml Flagellin (Flag-DC) oder 100 ng/ml MDP (MDP-DC) inkubiert. An Tag neun wurden die Zel-
len geerntet, die RNA isoliert und durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Die relative mRNA-
Expression von (A) NALP3 und (B) ATG16L1 wurde mittels RT-qPCR ermittelt. Alle gemessenen Expressionsle-
vel wurden auf die Expression von 18S rRNA normalisiert. Als Kontrolle dienten iDCs. Gezeigt ist der Mittelwert 
der gemessenen mRNA-Expression aus mindestens vier unabhängigen Experimenten +/-SD. Die statistische 
Analyse erfolgte mittels des Student`s t-test: ∗P<0,05 relativ zu iDCs. 
 
 
 
Die mRNA-Expression von NALP3 war bei Inkubation mit LPS im Vergleich zu iDCs, Flag-
DCs und MDP-DCs signifikant verringert (Abbildung 5.8-A).  
Die Expression von ATG16L1 wurde im Vergleich zum unstimulierten Status durch die bakte-
riellen Komponenten nicht beeinflusst (Abbildung 5.8-B). 
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5.3.1.2 Genexpression in dendritischen Zellen nach Inkubation mit LPS in 
Kombination mit Flagellin bzw. MDP  
Die RNA wurde auch aus den DCs, die mit den Kombinationen aus LPS und Flagellin bzw. 
MDP stimuliert wurden, isoliert und durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Die 
relative mRNA-Expression von TLR4, TLR5, NOD2 sowie NALP3 und ATG16L1 wurde mit-
tels RT-qPCR ermittelt. Die gemessenen Expressionslevel wurden auf die Expression von 
18S rRNA normalisiert.  
Abbildung 5.9 verdeutlicht, dass die Kombinationen aus LPS und Flagellin bzw. MDP eine 
äquivalente mRNA-Expression von NOD2, TLR4 und TLR5 zeigten, wie die nur mit LPS-
stimulierten Zellen.  
 
     
 
 
Abbildung 5.9: Einfluss von LPS in Kombination mit Flagellin bzw. MDP auf die mRNA-Expression von 
TLR4, TLR5 und NOD2 in dendritischen Zellen 
Zur Generierung von unreifen DCs (iDC, immature DC) wurden humane Monozyten mit 10 % FCS, GM-CSF und 
IL-4 über sieben Tage kultiviert. Die gewonnenen iDCs wurden daraufhin zwei weitere Tage mit 10 ng/ml LPS 
(LPS-DC), LPS 10 ng/ml und 100 ng/ml Flagellin (Flag+LPS-DC) oder 10 ng/ml LPS und 100 ng/ml MDP 
(MDP+LPS-DC) inkubiert. An Tag neun wurden die Zellen geerntet, die RNA isoliert und durch reverse Transkrip-
tion in cDNA umgeschrieben. Die relative mRNA-Expression von (A) TLR4, (B) TLR5 und (C) NOD2 wurde mit-
tels RT-qPCR ermittelt. Alle gemessenen Expressionslevel wurden auf die Expression von 18S rRNA normali-
siert. Gezeigt ist der Mittelwert der gemessenen mRNA-Expression aus mindestens vier unabhängigen Experi-
menten +/-SD. 
 
 
 
Des Weiteren wurde die mRNA-Expression von NALP3 und ATG16L1 durch die kombinierte 
Inkubation von LPS mit Flagellin bzw. MDP im Vergleich zu LPS alleine nicht beeinflusst 
(Abbildung 5.10). Demzufolge haben weder Flagellin noch MDP, welches das Zytokinprofil 
von LPS-DCs verändert, einen modulierenden Einfluss auf die mRNA-Expression der PRRs 
und ATG16L1 in LPS-DCs. 
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Abbildung 5.10: Einfluss von LPS in Kombination mit Flagellin bzw. MDP auf die mRNA-Expression von 
NALP3 und ATG16L1 in dendritischen Zellen 
Zur Generierung von unreifen DCs (iDC, immature DC) wurden humane Monozyten mit 10 % FCS, GM-CSF und 
IL-4 über sieben Tage kultiviert. Die gewonnenen iDCs wurden daraufhin zwei weitere Tage mit 10 ng/ml LPS 
(LPS-DC), LPS 10 ng/ml und 100 ng/ml Flagellin (Flag+LPS-DC) oder 10 ng/ml LPS und 100 ng/ml MDP 
(MDP+LPS-DC) inkubiert. An Tag neun wurden die Zellen geerntet, die RNA isoliert und durch reverse Transkrip-
tion in cDNA umgeschrieben. Die relative mRNA-Expression von (A) NALP3 und (B) ATG16L1 wurde mittels RT-
qPCR ermittelt. Alle gemessenen Expressionslevel wurden auf die Expression von 18S rRNA normalisiert. Ge-
zeigt ist der Mittelwert der gemessenen mRNA-Expression aus mindestens vier unabhängigen Experimenten +/-
SD. 
 
 
5.3.2 Genexpression von Komponenten des Tryptophanstoffwechsels in 
dendritischen Zellen  
Wie in Kapitel 1.2.4.1 beschrieben, sind die Enzyme Indolamin-2,3-Dioxygenase 1 und 2 
(IDO1 und IDO2) beim Abbau der Aminosäure Tryptophan zu Kynurenin beteiligt und spielen 
eine wichtige Rolle im Rahmen der Toleranzentwicklung des Immunsystems. Der entstande-
ne IDO-Metabolit Kynurenin übt hierbei seine immunmodulatorische Wirkung über den im 
Zytosol befindlichen Transkriptionsfaktor Arylhydrocarbonrezeptor (AHR) aus.  
 
5.3.2.1 Genexpression in dendritischen Zellen nach Inkubation mit LPS, Fla-
gellin und MDP  
An Tag neun wurden die DCs, die mit LPS, Flagellin oder MDP stimuliert wurden, geerntet, 
deren RNA isoliert und durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Die relative 
mRNA-Expression von IDO1, IDO2 und AHR  wurde mittels RT-qPCR ermittelt. Die gemes-
senen Expressionslevel wurden auf die Expression von 18S rRNA normalisiert.  
Wie Abbildung 5.11-A veranschaulicht, zeigten LPS-DCs im Vergleich zu iDCs eine signifi-
kant verstärkte mRNA-Expression von IDO1. Die Inkubation mit Flagellin führte ebenfalls im 
Vergleich zur Kontrolle zu einer tendenziell verstärkten IDO1-mRNA-Expression. MDP hatte 
keinen wesentlichen Einfluss auf die mRNA-Expression dieses Enzyms.  
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Die IDO2-mRNA wurde sowohl nach Inkubation mit LPS als auch mit Flagellin im Vergleich 
zur Kontrolle signifikant verstärkt exprimiert, wohingegen MDP-DCs im Vergleich zu iDCs 
keine Einfluss auf die mRNA-Expression von IDO2 zeigten (Abbildung 5.11-B).  
Die mRNA-Expression von AHR war in LPS-DCs und in Flag-DCs im Vergleich zu iDCs sig-
nifikant erhöht. MDP hatte im Vergleich zur Kontrolle keinen Einfluss auf die AHR-mRNA-
Expression (Abbildung 5.11-C). Demzufolge scheint LPS als proinflammatorischer Stimulus 
sowie auch Flagellin immunregulatorische Mechanismen zu induzieren, die einer überschie-
ßenden Immunantwort entgegenwirken sollen. 
 
 
 
Abbildung 5.11: Einfluss von LPS, Flagellin und MDP auf die mRNA-Expression von IDO1, IDO2 und AHR 
in dendritischen Zellen 
Zur Generierung von unreifen DCs (iDC, immature DC) wurden humane Monozyten mit 10 % FCS, GM-CSF und 
IL-4 über sieben Tage kultiviert. Die gewonnenen iDCs wurden daraufhin zwei weitere Tage mit 10 ng/ml LPS 
(LPS-DC), 100 ng/ml Flagellin (Flag-DC) oder 100 ng/ml MDP (MDP-DC) inkubiert. An Tag neun wurden die Zel-
len geerntet, die RNA isoliert und durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Die relative mRNA-
Expression von (A) IDO1, (B) IDO2 und (C) AHR wurde mittels RT-qPCR ermittelt. Alle gemessenen Expressi-
onslevel wurden auf die Expression von 18S rRNA normalisiert. Als Kontrolle dienten iDCs. Gezeigt ist der Mit-
telwert der gemessenen mRNA-Expression aus mindestens vier unabhängigen Experimenten +/-SD. Die statisti-
sche Analyse erfolgte mittels des Student`s t-test: ∗P<0,05, ∗∗P<0,01 relativ zu iDCs. 
 
 
 
 
5.3.2.2 Genexpression in dendritischen Zellen nach Inkubation mit LPS in 
Kombination mit Flagellin bzw. MDP  
Die RNA wurde auch aus den DCs, die mit den Kombinationen aus LPS und Flagellin bzw. 
MDP stimuliert wurden, isoliert und durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Die 
relative mRNA-Expression von IDO1, IDO2 und AHR wurde mittels RT-qPCR ermittelt. Die 
gemessenen Expressionslevel wurden auf die Expression von 18S rRNA normalisiert.  
Die Inkubation der DCs mit den Kombinationen aus LPS mit Flagellin bzw. MDP hatte einen 
tendenziell negativen, aber nicht signifikanten Einfluss auf die mRNA-Expression von sowohl 
IDO1, als auch IDO2 sowie AHR (Abbildung 5.12-A, -B und -C). Demzufolge verstärkten we-
der Flagellin noch MDP die Induktion dieser immunregulatorischen Enzyme in LPS-DCs. 
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Abbildung 5.12: Einfluss von LPS in Kombination mit Flagellin bzw. MDP auf die mRNA-Expression von 
IDO1, IDO2 und AHR in dendritischen Zellen 
Zur Generierung von unreifen DCs (iDC, immature DC) wurden humane Monozyten mit 10 % FCS, GM-CSF und 
IL-4 über sieben Tage kultiviert. Die gewonnenen iDCs wurden daraufhin zwei weitere Tage mit 10 ng/ml LPS 
(LPS-DC), LPS 10 ng/ml und 100 ng/ml Flagellin (Flag+LPS-DC) oder 10 ng/ml LPS und 100 ng/ml MDP 
(MDP+LPS-DC)inkubiert. An Tag neun wurden die Zellen geerntet, die RNA isoliert und durch reverse Transkrip-
tion in cDNA umgeschrieben. Die relative mRNA-Expression von (A) IDO1, (B) IDO2 und (C) AHR wurde mittels 
RT-qPCR ermittelt. Alle gemessenen Expressionslevel wurden auf die Expression von 18S rRNA normalisiert. 
Gezeigt ist der Mittelwert der gemessenen mRNA-Expression aus mindestens vier unabhängigen Experimenten 
+/-SD. 
 
 
5.3.3 Genexpression wichtiger Enzyme des Vitamin A- und Vitamin D3-
Stoffwechsels in dendritischen Zellen 
Sowohl die Aldehyddehydrogenasen ALDH1A1-3 des Vitamin A-Stoffwechsels als auch die 
25-Hydroxy-Vitamin D3-1α-Hydroxylase CYP27B1 des Vitamin D3-Stoffwechsels zeichnen 
sich durch ihre immunmodulatorischen und immunsupprimierenden Funktionen im Rahmen 
der Immunantwort aus (siehe Kapitel 1.2.4.2 und 1.2.4.3). Aus diesem Grund stellte sich die 
Frage, ob auch bakterielle Bestandteile die Expression dieser Enzyme beeinflussen können. 
 
5.3.3.1 Genexpression in dendritischen Zellen nach Inkubation mit LPS, Fla-
gellin und MDP  
An Tag neun wurden die DCs, die mit LPS, Flagellin oder MDP stimuliert wurden, geerntet, 
deren RNA isoliert und durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Die relative 
mRNA-Expression von ALDH1A1-3 und CYP27B1 wurde mittels RT-qPCR ermittelt. Die 
gemessenen Expressionslevel wurden auf die Expression von 18S rRNA normalisiert.  
Wie in Abbildung 5.13-A gezeigt, führte die Inkubation mit LPS sowie mit Flagellin im Ver-
gleich zur Kontrolle zur signifikant verminderten mRNA-Expression von ALDH1A1. Keinen 
Einfluss auf die mRNA-Expression des Enzyms ließ sich bei MDP-DCs beobachten. 
Die ALDH1A2-mRNA-Expression wurde durch keine der bakteriellen Komponenten im Ver-
gleich zur Kontrolle beeinflusst (Abbildung 5.13-B). 
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Abbildung 5.13-C veranschaulicht, dass die ALDH1A3-mRNA-Expression weder durch LPS, 
noch durch Flagellin oder MDP signifikant verändert wurde.  
Die CYP27B1-mRNA wurde in LPS-DCs und Flag-DCs im Vergleich zu iDCs signifikant ver-
stärkt exprimiert. MDP hatte keinen Einfluss auf die mRNA-Expression von CYP27B1 (Abbil-
dung 5.13-D). 
 
                             
 
Abbildung 5.13: Einfluss von LPS, Flagellin und MDP auf die mRNA-Expression von ALDH1A1, ALDH1A2, 
ALDH1A3 und CYP27B1 in dendritischen Zellen 
Zur Generierung von unreifen DCs (iDC, immature DC) wurden humane Monozyten mit 10 % FCS, GM-CSF und 
IL-4 über sieben Tage kultiviert. Die gewonnenen iDCs wurden daraufhin zwei weitere Tage mit 10 ng/ml LPS 
(LPS-DC), 100 ng/ml Flagellin (Flag-DC) oder 100 ng/ml MDP (MDP-DC) inkubiert. An Tag neun wurden die Zel-
len geerntet, die RNA isoliert und durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben. Die relative mRNA-
Expression von (A) ALDH1A1, (B) ALDH1A2, (C) ALDH1A3 und (D) CYP27B1 wurde mittels RT-qPCR ermittelt. 
Alle gemessenen Expressionslevel wurden auf die Expression von 18S rRNA normalisiert. Als Kontrolle dienten 
iDCs. Gezeigt ist der Mittelwert der gemessenen mRNA-Expression aus mindestens vier unabhängigen Experi-
menten +/-SD. Die statistische Analyse erfolgte mittels des Student`s t-test: ∗P<0,05, ∗∗P<0,01 relativ zu iDCs. 
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5.3.3.2 Genexpression in dendritischen Zellen nach Inkubation mit LPS in 
Kombination mit Flagellin bzw. MDP  
Die RNA wurde ebenfalls aus den DCs, die mit den Kombinationen aus LPS und Flagellin 
bzw. MDP stimuliert wurden, isoliert und durch reverse Transkription in cDNA umgeschrie-
ben. Die relative mRNA-Expression von ALDH1A1-3 und CYP27B1 wurde mittels RT-qPCR 
ermittelt. Die gemessenen Expressionslevel wurden auf die Expression von 18S rRNA nor-
malisiert.   
 
                        
 
Abbildung 5.14: Einfluss von LPS in Kombination mit Flagellin bzw. MDP auf die mRNA-Expression von 
ALDHA1, ALDH1A2, ALDH1A3 und CYP27B1 in dendritischen Zellen 
Zur Generierung von unreifen DCs (iDC, immature DC) wurden humane Monozyten mit 10 % FCS, GM-CSF und 
IL-4 über sieben Tage kultiviert. Die gewonnenen iDCs wurden daraufhin zwei weitere Tage mit 10 ng/ml LPS 
(LPS-DC), LPS 10 ng/ml und 100 ng/ml Flagellin (Flag+LPS-DC) oder 10 ng/ml LPS und 100 ng/ml MDP 
(MDP+LPS-DC)inkubiert. An Tag neun wurden die Zellen geerntet, die RNA isoliert und durch reverse Transkrip-
tion in cDNA umgeschrieben. Die relative mRNA-Expression von (A) ALDH1A1, (B) ALDH1A2, (C) ALDH1A3 und 
(D) CYP27B1 wurde mittels RT-qPCR ermittelt. Alle gemessenen Expressionslevel wurden auf die Expression 
von 18S rRNA normalisiert. Gezeigt ist der Mittelwert der gemessenen mRNA-Expression aus mindestens vier 
unabhängigen Experimenten +/-SD. Die statistische Analyse erfolgte mittels des Student`s t-test: ∗∗P<0,01 relativ 
zu LPS-DCs.  
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Sowohl die Kombination von LPS mit Flagellin als auch LPS mit MDP führte zu signifikant 
verstärkten mRNA-Expression von ALDH1A1 (Abbildung 5.14-A). Zudem induzierte die 
Kombination von LPS und MDP eine signifikant erhöhte mRNA-Expression von ALDH1A2 im 
Vergleich zur alleinigen LPS-Stimulation. Die kombinierte Inkubation von LPS und Flagellin 
beeinflusste die ALDH1A2-mRNA-Expression dagegen nicht (Abbildung 5.14-B). 
Die mRNA-Expression von ALDH1A3 und CYP27B1 wurde durch die Kostimulation von LPS 
mit Flagellin bzw. MDP im Vergleich zu LPS alleine nicht signifikant verändert, wobei alle 
Zellen eine hohe CYP27B1-mRNA-Expression aufwiesen (Abbildung 5.14-C und -D). 
Neben der signifikant verstärkten Sekretion von IL-12, IL-10 und IL-23 bei MDP+LPS-DCs, 
zeigt MDP also einen deutlich verstärkenden Effekt auf die mRNA-Expression von ALDH1A1 
und ALDH1A2 in DCs, wohingegen es keinen Einfluss auf die Expression von IDO, AHR und 
CYP27B1 hat. Flagellin induziert zudem ebenso eine verstärkte ALDH1A1-mRNA-Ex-
pression in den DCs. Dies spricht für eine Rolle von MDP und Flagellin in der Regulation des 
Vitamin A-Metabolismus. 
 
5.4 Analyse der Induktion der allogenen T-Zellantwort durch dend-
ritische Zellen nach Inkubation mit bakteriellen Komponenten  
5.4.1 Analyse der allogenen T-Zellproliferation  
Wie in Kapitel 1.3.2.2 beschrieben, erkennen allogene T-Lymphozyten im Rahmen der 
Stammzelltransplantation (SZT) fremde HLA-Moleküle auf der Oberfläche dendritischer Zel-
len des Empfängers, was die Aktivierung und Proliferation der T-Zellen zur Folge hat. Um in 
vitro eine physiologische Situation nach allogener SZT nachzuahmen, kann man die „ge-
mischte Leukozytenreaktion“ (MLR, mixed leucocyte reaction) verwenden.  
Hierzu wurden die mit bakteriellen Komponenten inkubierten DCs in unterschiedlichen Kon-
zentrationen für fünf Tage mit allogenen T-Lymphozyten kokultiviert und die Proliferationsra-
te der T-Zellen mittels Thymidineinbau ermittelt. Wie es in Grafik 5.13 aus Kapitel 5.3.3.1 zu 
sehen ist, exprimieren alle untersuchten DCs CYP27B1 in verstärktem Ausmaß, sodass sie 
daher in der Lage sein müssten, aus der Vorstufe 25-Hydroxy-Vitamin D3  (25(OH)-VD3) akti-
ves 1,25-Dihydoxy-Vitamin D3 (1,25(OH)2-VD3) zu bilden. Unter dieser Annahme wurde ei-
nem Teil der Ansätze 5 x 10-8 M 25(OH)-VD3 pro 10µl hinzugefügt, um einen möglichen im-
munmodulatorischen Effekt von Vitamin D3  auf die proliferierenden Immunzellen beurteilen 
zu können.   
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5.4.1.1 Auswirkung der Stimulation dendritischer Zellen mit LPS, Flagellin und 
MDP auf die Proliferation allogener T-Zellen in An- und Abwesenheit 
von 25-Hydroxy-Vitamin D3 
Die DCs, die mit LPS, Flagellin und MDP stimuliert wurden, wurden in absteigender Konzent-
ration mit einer konstanten Anzahl an allogenen T-Zellen kokultiviert und nach fünf Tagen die 
T-Zellproliferation bei An-und Abwesenheit von 25(OH)-VD3 in Abhängigkeit der vorherr-
schenden DC-Konzentration mittels Thymidineinbau analysiert.   
Wie in Abbildung 5.15 anhand eines repräsentativen Einzelexperiments gezeigt, stieg die 
Proliferationsrate der allogenen T-Lymphozyten mit zunehmender Zahl an kokultivierten DCs 
an. Abbildung 5.15-A verdeutlicht, dass die mit LPS stimulierten DCs die stärkste T-
Zellproliferation induzierten. Flag-DCs und MDP-DCs riefen im Vergleich zu iDCs keine ver-
stärkte Proliferation der allogenen T-Zellen hervor.  
 
 
 
Abbildung 5.15: Proliferation allogener T-Zellen nach Inkubation mit dendritischen Zellen unter Einfluss 
von LPS, Flagellin und MDP bei An- und Abwesenheit von 25-Hydroxy-Vitamin D3 
Zur Generierung von unreifen DCs (iDC, immature DC) wurden humane Monozyten mit 10 % FCS, GM-CSF und 
IL-4 über sieben Tage kultiviert. Die gewonnenen iDCs wurden daraufhin zwei weitere Tage mit 10 ng/ml LPS 
(LPS-DC), 100 ng/ml Flagellin (Flag-DC) oder 100 ng/ml MDP (MDP-DC) inkubiert. An Tag neun wurden die Zel-
len geerntet und in unterschiedlichen Konzentrationen für weitere fünf Tage mit 105 allogenen T-Lymphozyten (A) 
ohne und (B) mit 5 x 10-8 M/10µl/Ansatz  25-Hydroxy-Vitamin D3 (25-(OH)-VD3) kokultiviert. Als Kontrolle dienten 
iDCs. Die Proliferationsrate der T-Zellen wurde anhand der Bestimmung des [3H]-Thymidineinbaus in die DNA 
analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SD aus Triplikaten eines repräsentativen Experiments aus fünf 
unabhängigen Experimenten. 
 
 
 
Dies könnte mit der verminderten Expression der stimulatorischen Oberflächenantigene, wie 
z.B. CD80, CD86 oder MHC-II sowie der verminderten Freisetzung von IL-12 im Vergleich zu 
LPS zusammenhängen. 
Der Zusatz von 25(OH)-VD3 verminderte die Proliferation der T-Zellen in allen Ansätzen in 
Abhängigkeit der vorherrschenden DC-Konzentration sowie von der Art des Stimulus. Der 
stärkste supprimierende Effekt auf die allogene T-Zellproliferation war vor allem bei Koinku-
bation von 25(OH)-VD3 mit LPS zu beobachten. Die Suppression zeigte sich vor allem bei 
niedrigen DC-Zahlen im Bereich von 625 bis 2.500 LPS-DCs im Verhältnis zu den T-
Lymphozyten (Abbildung 5.15-B). 
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Abbildung 5.16: Auswirkung der Stimulation dendritischer Zellen mit LPS, Flagellin und MDP auf die 
Proliferation allogener T-Zellen bei An- und Abwesenheit von 25-Hydroxy-Vitamin D3 im Überblick  
Zur Generierung von unreifen DCs (iDC, immature DC) wurden humane Monozyten mit 10 % FCS, GM-CSF und 
IL-4 über sieben Tage kultiviert. Die gewonnenen iDCs wurden daraufhin zwei weitere Tage mit 10 ng/ml LPS 
(LPS-DC), 100 ng/ml Flagellin (Flag-DC) oder 100 ng/ml MDP (MDP-DC) inkubiert. An Tag neun wurden die Zel-
len geerntet und in unterschiedlichen Konzentrationen für weitere fünf Tage mit 105 allogenen T-Lymphozyten 
ohne und mit 5 x 10-8 M/10µl/ Vertiefung 25-Hydroxy-Vitamin D3 (25-(OH)-VD3) kokultiviert. Als Kontrolle dienten 
iDCs. Die Proliferationsrate der T-Zellen wurde anhand der Bestimmung des [3H]-Thymidineinbaus in die DNA 
analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SD der in fünf unabhängigen Experimenten in Triplikaten ermittelten 
Durchschnittswerte bei einer Anzahl von (A) 20000 und (B) 2500 dendritischen Zellen/Vertiefung in An- und Ab-
wesenheit von 25(OH)-VD3. Die statistische Analyse erfolgte mittels des Student`s t-test: ∗∗ P<0,01 relativ zu 
iDCs ohne und mit 25(OH)-VD3. 
 
 
 
Abbildung 5.16 zeigt die Mittelwerte der Proliferation der allogenen T-Zellen. Es ließ sich ei-
ne signifikant verstärkte stimulatorische Wirkung von LPS-DCs im Vergleich zu iDCs auf die 
Proliferation von allogenen T-Zellen, sowohl bei hoher als auch niedriger DC-Anzahl erken-
nen (Abbildung 5.16-A und -B). Wie Abbildung 5.16-A veranschaulicht, blieb die Proliferati-
onsrate der T-Zellen bei hohen LPS-DC-Mengen auch in Gegenwart von 25(OH)-VD3 unver-
ändert erhöht. Bei einer DC-Anzahl von 2.500 in Anwesenheit von 25(OH)-VD3 zeigte sich 
eine leichte, aber nicht signifikante Suppression der T-Zellproliferation bei LPS-DCs (Abbil-
dung 5.16-B). Flag-DCs und MDP-DCs induzierten die Proliferation der T-Zellen in etwa 
ebenso stark wie iDCs, unabhängig von der DC-Anzahl und Koinkubation mit 25(OH)-VD3 
(Abbildung 5.16-A und -B). 
 
5.4.1.2 Auswirkung der Stimulation dendritischer Zellen mit LPS in Kombinati-
on mit Flagellin bzw. MDP auf die Proliferation allogener T-Zellen in An- 
und Abwesenheit von 25-Hydroxy-Vitamin D3  
Neben den einzeln verabreichten Stimuli wurden auch die Einflüsse der Kombination der 
bakteriellen Komponenten LPS mit Flagellin bzw. MDP bei An- und Abwesenheit von 
25(OH)-VD3 analysiert. Hierzu wurden die DCs, die mit LPS in Kombination mit Flagellin 
bzw. MDP stimuliert wurden, in absteigender Konzentration mit einer konstanten Anzahl an 
allogenen T-Zellen kokultiviert und nach fünf Tagen die T-Zellproliferation ermittelt. 
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Wie schon in Abschnitt 5.4.1.1 beschrieben, verstärkte sich die Proliferation der T-Zellen bei 
zunehmender Anzahl der kokultivierten DCs. Das in Abbildung 5.17-A dargestellte repräsen-
tative Experiment in Abwesenheit von 25(OH)-VD3, zeigte im Vergleich zu LPS alleine keine 
gesteigerte T-Zellproliferation bei der Kombination von LPS mit Flagellin. Bei DC-Zahlen von 
625 bis 10.000 war bei der Kombination von LPS mit MDP eine leicht reduzierte Proliferation 
der T-Lymphozyten messbar.  
Unter Einfluss von 25(OH)-VD3 wurde bei allen drei Versuchsansätzen eine Inhibition der T-
Zellproliferation beobachtet. Die stärkste Ausprägung des supprimierenden Effekts von 
25(OH)-VD3 zeigte sich bei DC-Mengen von 1.250 bis 10.000 DCs, jedoch nur in geringem 
Ausmaß bei sehr hohen DC-Anzahlen wie 20.000 DCs (Abbildung 5.17-B). 
 
 
 
 
Abbildung 5.17: Proliferation allogener T-Zellen nach Inkubation mit dendritischen Zellen unter Einfluss 
von LPS in Kombination mit Flagellin bzw. MDP bei An- und Abwesenheit von 25-Hydroxy-Vitamin D3 
Zur Generierung von unreifen DCs (iDC, immature DC) wurden humane Monozyten mit 10 % FCS, GM-CSF und 
IL-4 über sieben Tage kultiviert. Die gewonnenen iDCs wurden daraufhin zwei weitere Tage mit 10 ng/ml LPS 
(LPS-DC), LPS 10 ng/ml und 100 ng/ml Flagellin (Flag+LPS-DC) oder 10 ng/ml LPS und 100 ng/ml MDP 
(MDP+LPS-DC) inkubiert. An Tag neun wurden die Zellen geerntet und in unterschiedlichen Konzentrationen für 
weitere fünf Tage mit 105 allogenen T-Lymphozyten (A) ohne und (B) mit 5 x 10-8 M/10µl/ Vertiefung 25-Hydroxy-
Vitamin D3 (25-(OH)-VD3) kokultiviert. Die Proliferationsrate der T-Zellen wurde anhand der Bestimmung des [3H]-
Thymidineinbaus in die DNA analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SD aus Triplikaten eines repräsentati-
ven Experiments aus vier unabhängigen Experimenten. 
 
 
 
Abbildung 5.18 zeigt die Mittelwerte der T-Zellproliferation bei Koinkubation mit hohen 
(20.000) und niedrigen (2.500) DC-Mengen in Abhängigkeit von 25(OH)-VD3. Wie in Abbil-
dung 5.18-A verdeutlicht, ergab sich bei hohen DC-Mengen im Bereich von 20.000 unter den 
einzelnen Stimulationsansätzen bei Abwesenheit von 25(OH)-VD3 kein wesentlicher Unter-
schied hinsichtlich der T-Zellproliferationsrate. Anders verhielt es sich bei niedrigen DC-
Konzentrationen. MDP+LPS-DCs und Flag+LPS-DCs induzierten im Vergleich zu LPS-DCs 
eine tendenziell verminderte Proliferation der T-Zellen (Abbildung 5.18-B).
 
Unter Einfluss von 25(OH)-VD3 ließ sich bei hohen und niedrigen DC-Zahlen eine tendenziell 
reduzierte T-Zellproliferationsrate bei den Kombinationen von LPS mit Flagellin bzw. MDP im 
Vergleich zur Stimulation mit LPS alleine beobachten (Abbildung 5.18-A und -B). Insbeson-
dere bei niedrigen Konzentrationen induzierten MDP+LPS-DCs bei Anwesenheit von 
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25(OH)-VD3 im Vergleich zu LPS-DCs ohne 25(OH)-VD3-Einfluss eine signifikant geringere 
allogene T-Zellproliferation (Abbildung 5.18-B).  
Der leicht supprimierende Effekt von 25(OH)-VD3 auf die T-Zellproliferation unter Einfluss 
von LPS zeigte sich erst bei niedrigen LPS-DC-Mengen (Abbildung 5.18-B). Zwar induzierte 
weder MDP noch Flagellin in Kombination mit LPS eine verstärkte mRNA-Expression von 
CYP27B1 in den DCs, sie supprimierten jedoch in Kombination mit LPS bei Anwesenheit von 
25(OH)-VD3 die allogene T-Zellproliferation. 
 
 
 
Abbildung 5.18: Auswirkung der Stimulation dendritischer Zellen mit LPS in Kombination mit Flagellin 
bzw. MDP auf die Proliferation allogener T-Zellen bei An- und Abwesenheit von 25-Hydroxy-Vitamin D3 im 
Überblick 
Zur Generierung von unreifen DCs (iDC, immature DC) wurden humane Monozyten mit 10 % FCS, GM-CSF und 
IL-4 über sieben Tage kultiviert. Die gewonnenen iDCs wurden daraufhin zwei weitere Tage mit 10 ng/ml LPS 
(LPS-DC), LPS 10 ng/ml und 100 ng/ml Flagellin (Flag+LPS-DC) oder 10 ng/ml LPS und 100 ng/ml MDP 
(MDP+LPS-DC)inkubiert. An Tag neun wurden die Zellen geerntet und in unterschiedlichen Konzentrationen für 
weitere fünf Tage mit 105 allogenen T-Lymphozyten ohne und mit 5 x 10-8 M/10µl/ Vertiefung 25-Hydroxy-Vitamin 
D3 (25-(OH)-VD3) kokultiviert. Die Proliferationsrate der T-Zellen wurde anhand der Bestimmung des [3H]-
Thymidineinbaus in die DNA analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte +/- SD der in vier unabhängigen Experi-
menten in Triplikaten ermittelten Durchschnittswerte bei einer Anzahl von (A) 20000 und (B) 2500 DCs/Vertiefung 
in An- und Abwesenheit von 25-(OH)-VD3. Die statistische Analyse erfolgte mittels des Student`s t-test: ∗ P<0,05 
relativ zu LPS-DCs ohne 25(OH)-VD3. 
 
 
5.4.2 Analyse der Zytokinproduktion allogener T-Zellen  
Durch Interaktion von DCs und allogenen T-Zellen im Rahmen der SZT kommt es durch die 
Erkennung von fremden MHC-Molekülen zur Induktion einer T-Zellantwort. Wie in Kapitel 
1.2.3 erläutert, lassen sich die einzelnen CD4+ T-Zellsubtypen anhand der Sekretion unter-
schiedlicher Zytokine unterscheiden. Die Differenzierung dieser Zellen wird dabei maßgeb-
lich durch die Interaktion mit DCs beeinflusst.  
Um einen möglichen Einfluss der bakteriellen Komponenten hinsichtlich der Polarisierung 
der allogenen T-Zellantwort über DCs analysieren zu können, wurden die Anzahl an IL-2+ 
und IFN-γ+ (TH1), IL-17+ (TH17) und IL-4+ (TH2) sowie FoxP3+ (Treg) CD4+CD25+ T-Zellen  
nach Inkubation mit den DCs, die entweder mit LPS, Flagellin oder MDP isoliert oder mit den 
Kombinationen aus LPS und Flagellin bzw. MDP stimuliert wurden, durchflusszytometrisch 
ermittelt. 
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Abbildung 5.19: Einfluss der Stimulation dendritischer Zellen mit LPS, Flagellin und MDP, sowie deren 
Kombinationen auf die Immunantwort allogener CD4+CD25+ T-Zellen auf Ebene des intrazellulären Zyto-
kingehaltes und der FoxP3-Expression 
Zur Generierung von unreifen DCs (iDC, immature DC) wurden humane Monozyten mit 10 % FCS, GM-CSF und 
IL-4 über sieben Tage kultiviert. Die gewonnenen iDCs wurden daraufhin zwei weiterer Tage mit 10 ng/ml LPS 
(LPS-DC), 100 ng/ml Flagellin (Flag-DC) oder 100 ng/ml MDP (MDP-DC), LPS 10 ng/ml und 100 ng/ml Flagellin 
(Flag+LPS-DC) oder 10 ng/ml LPS und 100 ng/ml MDP (MDP+LPS-DC) inkubiert. An Tag neun wurden die Zel-
len geerntet und weitere fünf Tage mit allogenen T-Lymphozyten kokultiviert. Nach Vorstimulation der Zellen mit 
PMA/Ionomycin, erfolgte die Intrazellulärfärbung der Zellen mit den Antikörpern gegen IL-2, IFN-γ und IL-4 sowie 
FoxP3 und die durchflusszytometrische Analyse am LSR II. Dargestellt ist der prozentuale Anteil an (A) IL-2-, (B) 
IFN-γ-, (C) FoxP3- und (D) IL-4- positiven CD4+CD25+ T-Zellen als Mittelwert aus mindestens drei unabhängigen 
Experimenten +/- SD. Als Kontrolle dienten iDCs. Die statistische Analyse erfolgte mittels des Student`s t-test: 
∗P<0,05, ∗∗P<0,01 relativ zu iDCs. 
 
 
 
Zur Detektion der intrazellulären Zytokine IL-2, IFN-γ, IL-17 und IL-4 erfolgte die Stimulation 
der Zellen mit PMA und Ionomycin und die direkte Antikörperfärbung gegen CD3, CD4, CD8 
und CD25, um die T-Zellfraktion aus der Kokultur abgrenzen zu können. Im Anschluss wur-
den die Zellen permeabilisiert und fixiert sowie intrazellulär mit Antikörpern gegen die ge-
nannten Zytokine angefärbt. Die Vorgehensweise der Färbung des Transkriptionsfaktors 
FoxP3 erfolgte mit Ausnahme der Vorstimulation mit PMA/Ionomycin analog. Die gefärbten 
T-Zellen wurden daraufhin durchflusszytometrisch analysiert. Die Färbung und die Analysen 
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wurden freundlicherweise von Rüdiger Eder aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Matthias 
Edinger und PD Dr. Petra Hoffmann, Universitätsklinikum Regensburg übernommen.  
Abbildung 5.19 zeigt die prozentualen Anteile der IL-2-, IFN-γ-, FoxP3- oder IL-4-postitiven 
aktivierten CD4+CD25+ T-Zellen nach Kokultur mit unterschiedlich stimulierten DCs. Es konn-
ten keine IL-17-positiven T-Zellen detektiert werden. 
Wie in Abbildung 5.19-A veranschaulicht, zeigten weder LPS-DCs, noch Flag-DCs noch 
MDP-DCs im Vergleich zu iDCs einen Einfluss auf die Anzahl von IL-2-positiven T-Zellen. 
Demgegenüber zeigt Abbildung 5.19-B, dass LPS-DCs im Vergleich zu iDCs einen signifi-
kant verstärkten Anteil an IFN-γ-positiven T-Lymphozyten in der Kokultur induzierten. MDP-
DCs riefen im Vergleich zu iDCs einen signifikant höheren Anteil IFN-γ-positiver T-Zellen 
hervor, wobei sich der Effekt von Flag-DCs nicht zu dem von iDCs unterschied. 
Die Inkubation mit LPS-DCs führte im Vergleich zu iDCs zu einem signifikant reduzierten 
Anteil FoxP3-positiver T-Zellen. Flag-DCs und MDP-DCs beeinflussten allerdings den Anteil 
an FoxP3-positiven T-Zellen im Vergleich zu iDCs nicht wesentlich (Abbildung 5.19-C).  
Der prozentuale Anteil IL-4-positiver T-Lymphozyten war verglichen mit dem von IL-2-, IFN-γ- 
und FoxP3-sezernierenden Zellen gering. Bezüglich der Generierung von IL-4-positiven T-
Zellen ergaben sich weder durch die Inkubation der T-Zellen mit LPS-DCs, noch Flag-DCs 
oder MDP-DCs im Vergleich zu iDCs wesentliche Unterschiede (Abbildung 5.19-D).  
Die Inkubation der T-Zellen mit LPS+Flagellin-DCs bzw. LPS+MDP-DCs zeigten vergleich-
bare Einflüsse wie LPS-DCs und veränderten die Polarisierung der allogenen T-Zellantwort 
nicht (Abbildung 5.19-A bis D).  
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6 Diskussion  
6.1 Charakterisierung humaner dendritischer Zellen nach Inkubati-
on mit bakteriellen Komponenten 
Die Translokation von bakteriellen Komponenten wie beispielsweise Lipopolysaccharid (LPS) 
durch eine geschädigte Epithelbarriere in das Gewebe spielt eine wesentliche Rolle in der 
Pathogenese der akuten „Graft-versus-Host-Disease“ (GvHD) [232-237]. Nach bisherigen 
Kenntnissen haben hierbei dendritische Zellen (DC, dendritic cell) als Antigen-
präsentierende Zellen (APC, antigen-presenting cell) eine essentielle Bedeutung in der De-
tektion dieser bakteriellen Komponenten und der Induktion der für die akute GvHD typischen 
Entzündungsreaktion [214, 239, 240]. Die vorliegende Arbeit befasste sich daher mit der 
Fragestellung, inwiefern die bakteriellen Komponenten LPS, Flagellin und Muramyldipeptid 
(MDP) als Bestandteile sowohl grampositiver als auch gramnegativer Bakterien die Eigen-
schaften von DCs beeinflussen.  
 
6.1.1 Oberflächenantigenexpression dendritischer Zellen  
Zunächst wurde die Oberflächenantigenexpression der DC-Reifungsmarker CD1a und 
CD83, des Monozytenmarkers CD14, der kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86 so-
wie die Expression von HLA (Humanes Leukozyten-Antigen) -DR und β2M (β2-Mikroglobulin) 
auf den DCs nach Inkubation mit LPS, Flagellin und MDP sowie deren Kombinationen analy-
siert. Unabhängig von den bakteriellen Komponenten, mit denen die unreifen DCs (iDC, im-
mature DC) an Tag sieben inkubiert wurden, zeigten alle DCs eine äquivalente Expression 
von CD1a und CD14, wobei CD14 im Vergleich zu CD1a in wesentlich geringerem Ausmaß 
auf den DCs exprimiert wurde.  
Allerdings zeigten sich unterschiedliche Einflüsse der bakteriellen Komponenten bezüglich 
der Expression der kostimulatorischen Moleküle CD80, CD86, von CD83 sowie von HLA-DR 
und β2M. LPS induzierte im Vergleich zu iDCs eine verstärkte Expression von CD80, CD83 
und CD86, sowie von HLA-DR und β2M. Diese Beobachtungen wurden in der Literatur so-
wohl bei humanen als auch bei murinen DCs beschrieben [8, 10, 17, 34, 35, 282].  
Flagellin induzierte zwar im Vergleich zu iDCs eine verstärkte Expression des kostimulatori-
schen Moleküls CD80, allerdings in deutlich geringerem Ausmaß als LPS. Zudem führte es 
zu keiner Veränderung der Expression der Reifungsmarker CD83, CD86, HLA-DR und β2M. 
Bei Untersuchungen von murinen DCs durch Dowling et al. und Dearman et al., sowie von 
humanen DCs durch Means et al. ließen sich jedoch erhöhte Expressionslevel für sowohl 
CD80, als auch CD83 und CD86 nach Flagellin-Einfluss auf den DCs beobachten [10, 34, 
35]. In den Experimenten von Means et al. konnte zudem gezeigt werden, dass sich die Ex-
pression der DC-Moleküle CD80, CD83 und CD86 auf der DC-Oberfläche sowie die Expres-
sion deren mRNA mit steigender Flagellinkonzentration erhöhte und die Moleküle bei 60nM 
Flagellin (≈ 3000 ng/ml im Vgl. zu 100 ng/ml) annähernd so stark exprimiert wurden wie unter 
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Einfluss von LPS [10]. Die unterschiedlichen Beobachtungen lassen sich möglicherweise auf 
den Einsatz von murinen DCs bei Dowling et al. und Dearman et al., aber auch auf die Ver-
wendung verschiedener Flagellinkonzentrationen zurückführen.  
Im Gegensatz zu LPS und Flagellin zeigte MDP keinen Einfluss auf die Expression der fünf 
beschriebenen Oberflächen-Moleküle. Dies steht in Einklang mit Ergebnissen von Fritz et al., 
Uehori et al. und Tsuji et al., die keine Veränderungen bezüglich der Expression von CD80, 
CD83 und CD86 sowie von HLA-DR und β2M bei humanen DCs unter MDP-Stimulation im 
Vergleich zum unstimulierten Zustand beobachten konnten [17, 283, 284]. Uehori et al. ver-
anschaulichten in ihren Untersuchungen jedoch, dass synthetische Derivate von MDP, wie 
beispielweise 6-O-acetyliertes MDP, durchaus die verstärkte Expression von CD83, CD86 
und HLA-DR sowie von β2M und somit eine DC-Reifung induzieren konnten [283]. Die Ar-
beitsgruppe von Tada et al. beobachtete jedoch bei humanen DCs eine erhöhte Expression 
von CD80, CD83 und CD86 unter MDP-Einfluss. Hierbei muss allerdings angemerkt werden, 
dass bei den Experimenten von Tada et al., im Vergleich zur vorliegenden Arbeit, eine 100-
fach höhere Konzentration von MDP (10 µg/ml im Vgl. zu 0,1 µg/ml) eingesetzt wurde und 
die Zellen einen Tag länger mit dem Stimulus inkubiert wurden, sodass möglicherweise deut-
lich höhere MDP-Level zu einer verstärkten Expression der DC-Reifungsmarker führen könn-
ten [282]. Fraglich ist in diesem Zusammenhang allerdings, inwieweit die hohen eingesetzten 
Flagellin- und MDP-Konzentrationen in vivo auch tatsächlich erreicht werden.  
Bei der Kombination von LPS mit Flagellin bzw. MDP ergaben sich bezüglich der Oberflä-
chenantigenexpression von CD80, CD83 und CD86, sowie von HLA-DR und β2M auf den 
DCs keine wesentlichen Unterschiede im Vergleich zur alleinigen LPS-Stimulation. Die Er-
gebnisse von Tada et al. bestätigen diese Beobachtungen für die Kombination von LPS und 
MDP bezüglich der Expression von CD80 und CD86 [282]. Im Gegensatz dazu beschreibt 
Fritz et al. synergistische Effekte der Kombination von LPS und MDP bezüglich der Expres-
sion von CD80, CD83 und CD86 sowie von HLA-DR und β2M auf humanen DCs. Allerdings 
wurde hierbei eine nur sehr geringe LPS-Konzentration von 40 pg/ml (im Vgl. zu 10 ng/ml) in 
Kombination mit MDP einsetzt [17]. Möglicherweise wird aber bei hohen LPS-Konzen-
trationen von 10 ng/ml durch LPS alleine eine schon so deutliche DC-Reifung induziert, dass 
MDP keinen synergistischen Effekt hinsichtlich der Expression der Reifungsmarker zusätz-
lich bewirkt.  
Da DCs neben kostimulatorischen auch koinhibitorische Moleküle zum Erhalt der Immunho-
möostase exprimieren, wurde des Weiteren die Oberflächenantigenexpression von CD95, 
dem Ligand für CD95 (CD95L) und PD-L1 (programmed cell death-ligand 1) auf den DCs 
nach Inkubation mit LPS, Flagellin und MDP sowie deren Kombinationen analysiert. CD95L 
wurde in allen getesteten Kulturbedingungen kaum exprimiert und durch die bakteriellen Sti-
muli nicht induziert. Dies steht im Einklang mit der Beobachtung, dass CD95L bisher nur auf 
aktivierten T- Zellen und NK-Zellen zu detektieren war [285]. Zwar führte eine verstärkte Ex-
pression von CD40 auf murinen Langerhanszellen der Haut, die als professionelle APCs hin-
sichtlich ihrer Funktion und ihres Phänotyps den DCs sehr ähnlich sind, zur gleichzeitigen 
   Diskussion 
 
  59 
Expression von CD95L, allerdings zeigte hierbei LPS keinen Einfluss auf die Expression des 
Moleküls [286].  
Im Gegensatz dazu regulierten LPS und die Kombinationen mit Flagellin bzw. MDP im Ver-
gleich zu iDCs die Expression des Fas-Rezeptors CD95 signifikant nach oben, wohingegen 
Flagellin bzw. MDP alleine keinen Einfluss auf dessen Oberflächenexpression zeigte. Wie in 
Kapitel 1.2.3 beschrieben, wird CD95 auf unreifen DCs exprimiert [59-61]. In Kongruenz mit 
den Ergebnissen dieser Arbeit zeigten andere Gruppen, dass proinflammatorische Reize, 
wie LPS, eine verstärkte Expression von CD95 auf den DCs induziert [61, 287-289]. Interes-
santerweise zeigten diese reifen DCs in den genannten Arbeiten eine Resistenz gegenüber 
der Fas-FasL-induzierten Apoptose, wohingegen unreife DCs durch den CD95-CD95L-
abhängigen Zelltod zerstört wurden [60, 61, 287-289]. Dem gegenüber stehen die Beobach-
tungen von Matsue et al. und Chen et al., dass reife DCs nach Stimulation durch Antigen-
spezifischen T-Lymphozyten dazu neigen, sich über Perforin- und Fas-abhängige Mecha-
nismen gezielt zu vernichten. Demzufolge wirkt hierbei die Fas-abhängige Apoptose der DCs 
einer übermäßigen DC-Akkumulation sowie einer unkontrollierten T-Zellaktivierung entge-
gen, um vor Autoimmunität zu schützen. Allerdings konnten diese Beobachtungen nur bei 
Versuchen mit murinen DCs gemacht werden [290, 291].  
Die Expression des koinhibitorischen Moleküls PD-L1 wurde, wie die von CD95, durch die 
bakteriellen Komponenten gleichermaßen beeinflusst. Der Einfluss von LPS und deren 
Kombinationen führte im Vergleich zu iDCs zu einer signifikant verstärkten Expression von 
PD-L1. Diese Ergebnisse decken sich mit Beobachtungen von Klipers et al. und Sumpter et 
al., dass PD-L1, im Gegensatz zu iDCs, erst auf reifen DCs exprimiert wird und im Sinne der 
Aufrechterhaltung der Homöostase die T-Zellaktivierung beendet [292, 293]. Zudem wird die 
Expression von PD-L1 durch das antiinflammatorische IL-10 auf DCs induziert [36, 58], wel-
ches wiederum in der vorliegenden Arbeit vermehrt von LPS-stimulierten DCs (LPS-DCs) 
freigesetzt wurde und die verstärkte Expression von PD-L1 autokrin induzieren könnte (siehe 
6.1.2). Flagellin und MDP zeigten hingegen keinen Einfluss auf die Expression von PD-L1. 
Die Arbeitsgruppe von Castellaneta et al. veranschaulichte, dass hepatische plasmazytoide 
DCs (pDC) im Vergleich zu hepatischen myeloiden DCs nach MDP-Stimulation verstärkt PD-
L1 auf ihrer Oberfläche exprimierten und mit einer verminderten Sekretion proinflammatori-
scher Zytokine wie IL-12 und IL-6 auf eine darauf folgende LPS-Stimulation reagierten [294]. 
Allerdings wurden bei den Versuchen Leber-DCs von Mäusen eingesetzt, wodurch die Ver-
gleichbarkeit mit den Ergebnissen der vorgelegten Dissertation eingeschränkt ist.  
 
6.1.2 Zytokinsekretion dendritischer Zellen  
Des Weiteren wurde der Einfluss der bakteriellen Komponenten LPS, Flagellin und MDP, 
sowie deren Kombinationen auf die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-
1β, Tumornekrosefaktor (TNF), IL-6, IL-8, IL-12 und IL-23 sowie des antiinflammatorischen 
Zytokins IL-10 durch DCs untersucht. Ähnlich wie auf Ebene der Oberflächenantigenexpres-
sion, zeigten sich auch hier deutliche Unterschiede bezüglich der Einflüsse der bakteriellen 
Komponenten.  
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Die Zytokine IL-1β, TNF und IL-6 spielen durch ihre Wirkung als Induktoren einer lokalen 
Gewebszerstörung sowie der Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und Endothelzellen 
eine wichtige Rolle im Rahmen der Entzündungsantwort. Zudem regen sie T-und B-
Lymphozyten zur Proliferation und Differenzierung an und induzieren durch ihre systemische 
Wirkung Fieber [1, 2, 66, 295]. Alle drei Zytokine wurden nach LPS-Stimulation im Vergleich 
zu iDCs in signifikant verstärktem Maße von den DCs freigesetzt. Sowohl in Mausmodellen 
von Dowling et al. und Dearman et al., sowie bei Untersuchungen humaner DCs von Fritz et 
al., Visintin et al. und Chamorro et al. konnte dieser Einfluss von LPS beobachtet werden [8, 
17, 34, 35, 296]. Des Weiteren induzierte LPS im Vergleich zur Kontrolle, zu Flagellin und 
MDP, eine signifikant verstärkte Sekretion von IL-8, welches chemotaktisch auf neutrophile 
Granulozyten wirkt [297], sowie der proinflammatorischen Zytokine IL-12 und IL-23. Diese 
Ergebnisse stehen im Einklang mit einer Vielzahl an vorausgehenden Arbeiten [10, 17, 25, 
34, 35, 283, 296, 298]. Des Weiteren führte bei Untersuchungen von Nabelschnur-DCs bei 
Jang et al. besonders die Kombination von IL-12 mit LPS zu einer verstärkten Freisetzung 
von IL-23 [299].  
LPS induzierte nicht nur die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen, sondern führte 
im Vergleich zur Kontrolle, zu Flagellin bzw. MDP zur signifikant verstärkten Freisetzung des 
antiinflammatorischen Zytokins IL-10. IL-10 kontrolliert das Ausmaß und die Intensität einer 
Entzündungsantwort, reguliert Wachstum und Differenzierung von B-und T-Lymphozyten, 
NK-Zellen, Granulozyten, DCs sowie von Epithelzellen und Keratinozyten [71]. Es hemmt 
zum einen die stimulatorische Kapazität von DCs durch die Herabregulation kostimulatori-
scher Moleküle [20], zum anderen blockt es in hohen Dosen die DC-Reifung und führt zur 
Induktion von tolerogenen DCs (TDC, tolerogenic DC) [21, 23]. Eine verstärkte Sekretion von 
IL-10 durch DCs als Reaktion auf LPS konnte auch in den Arbeiten von Dowling et al., De-
arman et al. sowie bei Jung et al. bei murinen DCs beobachtet werden [34, 35, 300]. Interes-
santerweise wurde von den Autoren Means et al., Thoma-Uszynski et al. sowie von Chamor-
ro et al. für humane DCs Gegenteiliges beschrieben [10, 296, 301]. Hierbei detektierte die 
Arbeitsgruppe Means et al. weder eine verstärkte Expression der IL-10-mRNA noch des IL-
10-Proteins nach LPS-Stimulation der DCs [10]. Auch bei Chamorro et al. ließen sich bei 
LPS-DCs im Vergleich zu TDCs signifikant geringere Mengen des IL-10-Proteins messen 
[296]. Bei Thoma-Uszynski et al. führte die LPS-Stimulation der DCs im Vergleich zu Mo-
nozyten zur verminderten Sekretion von IL-10, bei gleichzeitig verstärkter IL-12-Freisetzung 
[301]. Die Diskrepanz der Ergebnisse der vorliegenden Dissertation und den genannten Ar-
beiten könnte auf zell-, spezies- oder versuchsabhängigen Unterschieden basieren. Zudem 
wurden von Means et al. sowie von Thoma-Uszynski et al. höhere Konzentrationen an LPS 
(50 bis 100ng/ml) eingesetzt.  
Die Stimulation der DCs mit Flagellin führte im Vergleich zur Kontrolle zu einer verstärkten 
Sekretion von TNF, IL-6 und IL-8, allerdings in deutlich geringerem Ausmaß als unter LPS-
Einfluss.  Diese Ergebnisse konnten ebenso in mehreren Arbeiten beobachtet werden [10, 
34, 262, 302]. Allerdings zeigten sich bei den Untersuchungen von Mäkelä et al., Dearman et 
al. sowie von Watanabe et al. keine Veränderungen bezüglich der Freisetzung von TNF und 
IL-6 durch DCs, die mit Flagellin stimuliert wurden [35, 303, 304]. Hierbei sollte jedoch er-
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wähnt werden, dass bei den Versuchen von Dearman et al. und Watanabe et al. murine DCs 
untersucht wurden und bei den drei genannten Arbeiten die DCs mit deutlich höheren Kon-
zentrationen an Flagellin (500ng/ml bis zu 1µg/ml) inkubiert wurden. Die Exposition der DCs 
zu Flagellin ergab hinsichtlich der Freisetzung von IL-1β und IL-23 in der vorliegenden Dis-
sertation keine Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle, was in Übereinstimmung mit den 
Angaben der Literatur steht [35, 262, 302, 304]. Interessanterweise sezernierten 
CD103+CD11b+ DCs der Lamina propria (LP-DC) von Mäusen, im Gegensatz zu Monozyten-
abstammenden CD103-CD11b+ LP-DCs, nach Flagellin-Stimulation vermehrt IL-23, wie es 
von Kinnebrew et al. veranschaulicht wurde [305]. 
Flagellin zeigte in der vorliegenden Arbeit im Hinblick auf die Sekretion von IL-12 und von IL-
10 im Vergleich zur Kontrolle keinen Einfluss auf die DCs. Dieselben Ergebnisse lassen sich 
ebenfalls in den Arbeiten von Means et al., Dowling et al., Dearman et al. und Mäkelä et al. 
wiederfinden [10, 34, 35, 304]. Im Gegensatz dazu führte die Aktivierung des „Toll-like“-
Rezeptors (TLR) 5 über Flagellin in Mausmodellen von Vicente-Suarez et al. sowohl bei im-
munogenen DCs, Makrophagen als auch bei TDCs zu einer verstärkten IL-12- und vermin-
derten IL-10-Sekretion. Dies induzierte die Differenzierung von naiven T-Zellen zu TH1-Zellen 
[306, 307]. Demgegenüber stehen die Ergebnisse aus den Arbeiten von Vijay-Kumar et al., 
die bei TLR5-Knockout-Mäusen, nach Flagellin-Stimulation, signifikant verstärkte Mengen an 
proinflammatorischen Zytokinen wie TNF, IL-1β, IL-12, IL-23 und IL-17 detektierten konnten 
und die Mäuse daraufhin eine spontane Kolitis entwickelten. Daraus lässt sich ableiten, dass 
Flagellin bzw. TLR5 die Mäuse vor der Entstehung und Verschlimmerung von spontanen 
oder bakteriellen Darmentzündungen schützt, indem es die Sekretion proinflammatorischer 
Zytokine inhibiert [262, 263].  
Die Inkubation der DCs mit MDP führte in der vorliegenden Arbeit zu keiner Veränderung der 
Sekretion von IL-1β, TNF, IL-23 sowie von IL-12 und IL-10, wie es in der Literatur in Tier- 
und Humanmodellen einheitlich von mehreren Autoren beschrieben wurde [17, 282, 303, 
308-310]. Im Gegensatz dazu beeinflusste MDP die DCs hinsichtlich der Sekretion von IL-6 
und IL-8, welche im Vergleich zu iDCs signifikant vermehrt von den MDP-stimulierten DCs 
(MDP-DC) freigesetzt wurden. Fritz et al. sowie Magelhaes et al. konnten in ihren Arbeiten 
allerdings keine verstärkte Freisetzung von IL-6 durch MDP-DCs nachweisen. Die Diskre-
panz der Ergebnisse lässt sich möglicherweise drauf zurückzuführen, dass bei der Stimulati-
on der DCs in den genannten Arbeiten andere Mengen an MDP (50 ng/ml und 125 ng/ml) 
eingesetzt und bei Magelhaes et al. murine DCs untersucht wurden [17, 309]. Interessanter-
weise beschrieben Todate et al. und Fujimura et al., dass die Stimulation von Monozyten-
abstammenden DCs (moDCs) mit MDP-Lys (L18), einem synthetischen MDP-Analogon, zur 
suffizienten Freisetzung der proinflammatorischen Zytokine TNF, IL-6, IL-8, IL-12 und IL-10 
sowie zur Hochregulation der Reifungsmarker CD80, CD83 und CD86 aus den DCs führte. 
Demzufolge zeigte das synthetisierte MDP-Lys eine weitaus stimulierendere Wirkung auf die 
DCs als das konventionelle MDP [311, 312], wie es auch schon von Tsubura et al. und Moroi 
et al. beschrieben wurde [313, 314]. Sowohl Tada et al., van Heel et al. als auch Todate et 
al. beobachteten ebenfalls eine verstärkte Sekretion von IL-8 bei der Stimulation von DCs mit 
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MDP [282, 310, 311]. Van Heel et al. vermuteten bezüglich der verstärkten IL-8-Sekretion 
nach MDP-Einfluss eine wichtige Rolle von IL-8 in der Pathogenese von Morbus Crohn. Die 
Aktivierung von NOD2 (nucleotide-binding oligomerisation domain-containing protein 2) über 
MDP führte in deren Arbeit zwar zur erhöhten IL-8-Sekretion, jedoch nur zur Freisetzung von 
geringen Mengen an TNF und IL-1β, welche erst bei Kombination von MDP mit LPS bzw. 
Flagellin deutlich verstärkt von den DCs sezerniert wurden. Demnach induzierte die alleinige 
MDP-Stimulation hierbei eine Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten, allerdings keine 
generalisierte Immunantwort [310]. 
Bei den Kombinationen von LPS mit MDP bzw. Flagellin ergaben sich hinsichtlich der Frei-
setzung von IL-1β, TNF, IL-6 und IL-8 durch die DCs in der vorliegenden Dissertation keine 
Unterschiede im Vergleich zur alleinigen LPS-Stimulation. Dies steht den Angaben von 
Traub et al., Wolfert et al., Fritz et al. sowie von Magelhaes et al. gegenüber, die einen sy-
nergistischen Effekt von MDP und LPS auf die Sekretion der genannten Zytokine postulier-
ten [17, 308, 309, 315]. In der Arbeit von Magelhaes et al. wurde hierbei eindeutig MDP für 
den Synergismus von LPS und MDP verantwortlich gemacht, da bei Mutationen von NOD2 
die genannten Zytokine deutlich vermindert von murinen DCs freigesetzt wurden [309]. Aller-
dings wurde in der vorliegenden Dissertation im Vergleich zu den genannten Arbeiten eine 
höhere LPS-Konzentration von 10 ng/ml (im Vgl. zu 0,04 bis 1 ng/ml) zur Stimulation der 
DCs eingesetzt. Da diese Menge an LPS die Freisetzung von IL-1β, TNF, IL-6 und von IL-8 
bereits stark induziert, bewirkt eine zusätzliche Gabe von MDP möglicherweise keine zusätz-
liche Verstärkung der Sekretion. Zudem wurden in den genannten Arbeiten unterschiedliche 
MDP-Konzentrationen (von 10 ng/ml bis zu 100 µg/ml) sowie murine DCs eingesetzt und 
verschiedene Differenzierungs- und Inkubationsschemata angewendet, wodurch die Ver-
gleichbarkeit eingeschränkt ist.   
In der vorliegenden Arbeit ließ sich allerdings der syngergistische Effekt von MDP und LPS 
auf die DCs hinsichtlich der verstärkten Sekretion der Zytokine IL-12, IL-23 und IL-10, die 
maßgeblich an der Generierung der T-Zellantwort beteiligt sind, beobachten. Dies entspricht 
den allgemeinen Angaben, die in der Literatur zu finden sind [17, 282, 303, 308, 309]. 
Interessanterweise zeigten Watanabe et al., dass eine Vorstimulation von humanen DCs mit 
MDP in einer gewissen Toleranz gegenüber proinflammatorischen Stimuli, insbesondere 
LPS, resultierte, was eine verminderte Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IL-6,  
IL-12 und TNF zur Folge und die syngergistische Wirkung von LPS und MDP aufgehoben 
hatte. Diesen Effekt übte MDP hierbei über die Aktivierung von NOD2 aus, worüber die Ex-
pression von IRF-4 (interferon regulatory factor-4), einem Inhibitor der TLR-Signalwege [316, 
317], induziert wurde. Zudem kam es bei der Vorstimulation von murinen DCs mit MDP bei 
NOD2-Defizienz zu keiner Verminderung der Zytokinsekretion, was die regulatorische Funk-
tion von MDP bzw. NOD2 unterstreicht [303]. Demzufolge wäre es interessant, in 
zukünftigen Versuchen die DCs mit MDP vorzustimulieren, erst im Verlauf die anderen 
bakteriellen Stimuli hinzuzufügen und dann deren Einfluss auf die Zytokinsekretion der DCs 
zu analysieren. Die Kombination aus Flagellin und LPS zeigte in den Versuchen der 
vorliegenden Dissertation keine synergisitischen Einflüsse auf die Sekretion der genannten 
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Zytokine. Dies wurde unter anderem von Mäkelä et al. für die Zytokine IL-6, IL-12, IL-10, 
TNF und IL-10 bestätigt [304]. 
6.1.3 Genexpression von bakteriellen Rezeptoren in dendritischen Zellen  
DCs exprimieren zur Detektion von PAMPs (pathogen-associated molecular pattern) sowohl 
extra- als auch intrazellulär lokalisierte sogenannte Mustererkennungsrezeptoren (PRR, pat-
tern recognition receptor) (siehe auch Kapitel 1.2.2). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit 
wurde der Einfluss der bakteriellen Komponenten LPS, Flagellin und MDP sowie deren 
Kombinationen auf die mRNA-Expression von NOD2, dem „Autophagie-ähnlichen Protein 
16-1“ (ATG16L1, autophagy-related protein 16-1), von NALP3 (NACHT, leucin-rich-region-, 
pyrin-domain-containing protein 3) sowie von TLR4 und TLR5 analysiert.  
Auch ohne die Präsenz von bakteriellen Stimuli ließ sich ein gewisser Level an NOD2-mRNA 
in den unreifen DCs detektieren. Die mRNA-Expression von NOD2 wurde hierbei durch die 
Stimulation der DCs mit den verschiedenen bakteriellen Komponenten und deren Kombinati-
onen nicht wesentlich verändert. Fritz et al., Cooney et al. und Gutierezz et al. zeigten, dass 
sowohl unreife als auch reife DCs sowie moDCs im Allgemeinen, im Vergleich zu T-und B-
Lymphozyten sowie Epithelzellen, deutlich höhere Mengen an NOD2 exprimieren [17, 45, 
47].  In Untersuchungen von Begue et al. zeigte sich, dass die direkte Stimulation von huma-
nen intestinalen Epithelzellen (IEC, intestinal epithelial cell) mit TLR-Liganden, unter ande-
rem mit LPS, keine Veränderung hinsichtlich der mRNA-Expression von NOD2 bewirkte. 
Allerdings ließ sich in der genannten Arbeit nach Flagellin-Stimulation eine verstärkte Ex-
pression von CARD15 in den IECs beobachten [318]. Beschreibungen von Rosenstiel et al. 
zufolge führte die Stimulation mit TNF vor allem in Kombination mit Interferon (IFN) -γ zur 
verstärkten NOD2-mRNA-Expression in humanen IECs [319]. Billmann-Born et al. beobach-
teten nach Stimulation von HEK 293 Epithelzellen mit MDP nach 2h eine verstärkte und nach 
6h eine regrediente NOD2-mRNA-Expression. Eine mögliche Erklärung hierfür wäre, dass 
DCs NOD2 zur optimalen Detektion von bakteriellen Antigenen in so hohem Maße exprimie-
ren, dass eine Regulation nicht nötig ist, wohingegen epitheliale Zellen erst auf den Stimulus 
MDP dessen Rezeptor hochregulieren. Zudem sei zu erwähnen, dass bei den genannten 
Arbeiten im Vergleich zur vorliegenden Dissertation andere Versuchsbedingungen herrsch-
ten sowie unterschiedliche Zelltypen eingesetzt wurden, wodurch die Vergleichbarkeit einge-
schränkt ist.  
In der vorliegenden Arbeit regulierten sowohl LPS als auch gleichermaßen die Kombinatio-
nen von LPS mit Flagellin bzw. MDP die mRNA-Expression von TLR4 im Vergleich zu iDCs 
nach insgesamt 48h signifikant nach unten. TLR4 wird in humanen iDCs exprimiert [282, 
320] und nach Stimulation mit LPS kurzfristig hochreguliert, wobei nach ca. fünf Stunden 
eine verminderte, dennoch eine im Vergleich zum Beginn immer noch höhere Expression 
von TLR4 in den DCs zu beobachten war, wie es von Visintin et al. und Kobayashi et al. be-
schrieben wurde. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den Ergebnissen der vorlie-
genden Dissertation. Somit sinkt die Sensibilität der Zellen auf eine nachfolgende LPS-
Stimulation im Sinne einer „Feedback“-Regulation, um einer übermäßigem Immunantwort 
vorzubeugen [8, 321]. Flagellin und MDP zeigten keinerlei Einfluss auf die mRNA-Expression 
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von TLR4. Von Wiken et al. konnte bei humanen peripheren Blut-Monozyten von gesunden 
Spendern eine verminderte TLR4-Expression nach MDP-Stimulation im Vergleich zur Kon-
trolle beobachten [322]. Allerdings wurde hierbei eine wesentlich höhere MDP-Konzentration 
von 2 µg/ml eingesetzt und Monozyten statt DCs untersucht, was die divergierenden Ergeb-
nissen erklären könnte. Interessanterweise exprimieren humane IECs hohe mRNA-Level von 
TLR4, was sich allerdings nicht auf Proteinebene widerspiegelt. Daraus resultiert eine gerin-
ge Ansprechrate der IECs auf LPS, was höchstwahrscheinlich vor einer pathologischen Ent-
zündungsreaktion auf die normale Darmflora schützen und die Darmhomöostase aufrecht-
erhalten soll [323, 324].   
Sowohl LPS als auch Flagellin sowie ihre Kombinationen führten im Vergleich zur Kontrolle 
in den Versuchen der vorliegenden Dissertation zur signifikant verminderten TLR5-mRNA-
Expression in den DCs, wobei MDP keinen Einfluss auf die Expression von TLR5 zeigte. 
Demzufolge exprimierten die unreifen DCs einen gewissen Level an TLR5-mRNA, was die 
Arbeitsgruppe von Means et al. ebenfalls zeigte [10]. Bei Untersuchungen von Kwon et al. 
veränderte weder die Präsenz von LPS noch die von Flagellin die TLR5-mRNA-Expression 
auf Pferdemonozyten [325]. Demgegenüber steht, dass humane Monozyten von gesunden 
Spendern im Vergleich zu Crohn-Patienten nach LPS-Stimulation eine deutlich höhere 
TLR5-mRNA-Expression aufwiesen [326]. 
Bei Visintin et al. führte die Stimulation von humanen iDCs mit LPS zur verminderten Ex-
pression von TLR5 auf Proteinebene [8]. Insgesamt lassen sich in der Literatur nur vereinzelt 
Arbeiten finden, welche humane DCs hinsichtlich der mRNA-Expression von TLR5 nach In-
kubation mit LPS, Flagellin oder MDP sowie deren Kombinationen untersuchten. Daher er-
scheint es umso interessanter, dass sowohl Flagellin als auch LPS Einfluss auf die mRNA-
Expression von TLR5 in den DCs zeigten. Die Herabregulation von TLR5 unter LPS- und 
Flagellin-Einfluss hat möglicherweise eine verminderte Sensibilität der DCs auf weitere Fla-
gellin-Einflüsse zum Ziel, um im Sinne der Aufrechterhaltung der Immunhomöostase, eine 
überschießende Entzündungsantwort zu verhindern.  
Die NALP3-mRNA-Expression wurde insbesondere durch die Stimulation der DCs mit LPS 
und den Kombinationen von LPS mit Flagellin bzw. MDP beeinflusst. Die Inkubation mit LPS 
und deren Kombinationen führte im Vergleich zur Kontrolle zur signifikant verminderten 
mRNA-Expression von NALP3. Diese Beobachtungen stehen den Ergebnissen von Ganz et 
al. gegenüber. Hier induzierte LPS eine verstärkte Expression der NALP3-mRNA in murinen 
Leberzellen und führte über die Aktivierung des NALP3-Inflammasoms zur vermehrten Frei-
setzung von TNF, IL-1β und IL-18, was eine Destruktion der Leber zu Folge hatte [327]. Da 
in den genannten Arbeiten allerdings murine und nicht humane DCs verwendet und zudem 
abweichende LPS-Konzentrationen eingesetzt wurden, kann dies mit den Ergebnissen die-
ser Dissertation nur eingeschränkt verglichen werden. Obwohl die mRNA-Expression von 
NALP3 durch LPS signifikant vermindert wurde, führte die Stimulation der DCs mit LPS in 
der vorliegenden Arbeit zu einer verstärkten Sekretion des für NALP3 typischen Zytokins IL-
1β (siehe Kapitel 5.2.1). Daher scheint die beobachtete verstärkte IL-1β-Produktion von LPS-
DCs in Unabhängigkeit von NALP3 zu erfolgen. Zudem wurde auch von Martinon et al.
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schrieben, dass LPS die Reifung von pro-IL-1β zu IL-1β NALP3-unabhängig induziert [43]. 
Im Gegensatz zu LPS zeigten weder Flagellin noch MDP im Vergleich zur Kontrolle einen 
Einfluss auf die mRNA-Expression von NALP3, wobei erwähnt werden sollte, dass Flagellin 
und MDP im Vergleich zur Kontrolle auch keine Veränderungen hinsichtlich der Freisetzung 
von IL-1β bewirkten. 
Die mRNA-Expression von ATG16L1 ließ sich schon in unstimulierten DCs detektieren, wo-
bei das Ausmaß der Expression durch keine der untersuchten bakteriellen Komponenten 
oder deren Kombinationen beeinflusst wurde. In Untersuchungen von murinen und humanen 
Makrophagen bei Xu et al. sowie von humanen DCs bei Cooney et al. ließen sich bei Stimu-
lation der Zellen mit LPS deutlich ansteigende Mengen an Autophagosomen in den Zellen 
detektieren [47, 328]. Nach Meinung von Saitoh et al. ist ATG16L1 für die Regulation der 
LPS-induzierten Inflammasom- und Autophagosom-Aktivität in Mäusen verantwortlich. Hier-
bei beobachteten Saitoh et al., dass sowohl die Autophagosomenformation als auch die De-
gradierung von langlebigen Peptiden bei ATG16L1-defizienten Mäusen gestört war und 
ATG16L1-defiziente Mausmakrophagen nach Stimulation mit LPS deutlich höhere Mengen 
der proinflammatorischen Zytokine IL-1β und IL-18 produzierten [329]. Darüber hinaus wurde 
von Cooney et al. und Brain et al. beschrieben, dass MDP in Abhängigkeit von ATG5, ATG7 
und ATG16L1 die Autophagozytose in humanen DCs induziert und durch die Induktion einer 
verstärkten Expression von MHC-II-Molekülen auf den DCs, Einfluss auf deren Antigenprä-
sentationskapazität zeigt [47, 48]. Cooney et al. und Homer et al. konnten in ihren Versuchen 
eine verstärkte Akkumulation von Autophagosomen in humanen DCs und humanen Epithel-
zellen nach MDP-Exposition messen, was beim Vorliegen von NOD2-Mutationen nicht beo-
bachtet werden konnte [47, 255]. Hinsichtlich der Evaluation der Gründe für die Diskrepan-
zen der Ergebnisse der vorliegenden Dissertation und den genannten Arbeiten sei zu er-
wähnen, dass in den genannten Untersuchungen nicht die mRNA-Expression von ATG16L1, 
sondern die Menge an Autophagosomen in den Zellen gemessen wurde, wodurch keine 
kausalen Schlussfolgerungen hinsichtlich der Regulation der Autophagozytose durch die 
bakteriellen Bestandteile gemacht werden können. Möglicherweise findet die Regulation von 
ATG16L1 über MDP nicht auf mRNA-Ebene statt. Zudem wurden in den genannten Arbeiten 
höhere LPS-Konzentrationen (100 ng/ml bis 1 µg/ml) sowie weitaus höhere MDP-Konzentra- 
tionen (1-10 µg/ml) eingesetzt und bei Xu et al. und Saitoh et al. außerdem andere Zelltypen 
verwendet [47, 48, 255, 328, 329].  
 
6.1.4 Genexpression von Komponenten des Tryptophanstoffwechsels in 
dendritischen Zellen  
Die Indolamin-2,3-dihydrogenase (IDO) katalysiert den Abbau der essentiellen Aminosäure 
Tryptophan zu Kynurenin. Diese Reaktion wirkt suppressiv auf die Proliferation von Effektor-
T-Zellen und reguliert das Ausmaß der Immunantwort, da Tryptophan essentiell für die Funk-
tion von Effektor-T-Zellen ist und durch den Abbau zu Kynurenin über IDO den Zellen nicht 
mehr zur Verfügung steht [53, 90-93, 99]. IDO wird hierbei in Abhängigkeit des intrazellulä-
ren Arylhydrocarbonrezeptors (AHR) in DCs hochreguliert [110-112]. Die Bindung von 
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Kynurenin an den Rezeptor führt zur Aktivierung von AHR und induziert die Bildung von re-
gulatorischen T-Zellen (Treg). Auch Kynurenin selbst wirkt zudem immunsuppressiv [90, 
105-110].  
In den Versuchen der vorliegenden Arbeit führte die Stimulation der DCs mit LPS, Flagellin 
sowie deren Kombinationen zur verstärkten Expression der mRNA von IDO1, IDO2 und 
AHR, wobei LPS im Vergleich zu Flagellin eine weitaus höhere Expression der genannten 
Gene induzierte. MDP zeigte im Vergleich zur Kontrolle keinen Einfluss auf die mRNA-
Expression von IDO1, IDO2 und AHR. Untersuchungen von Jung et al., Popov et al., Nguyen 
et al. sowie von Hill et al. bestätigen einheitlich den verstärkenden Effekt von LPS auf die 
IDO-Expression, wobei in den genannten Arbeiten vor allem BMDCs (bone marrow-derived 
dendritic cell) eingesetzt wurden [98, 110, 300, 330]. Mahanonda et al. beobachtete eine 
verstärkte IDO-Expression nach Flagellin-Stimulation in humanen Gingiva-Fibroblasten, wo-
bei zu erwähnen ist, dass eine andere Zellspezies und eine höhere Flagellinkonzentration 
von 5 µg/ml verwendet wurde, allerdings das Ergebnis mit dem der vorliegenden Arbeit in 
Übereinstimmung steht [331]. Sowohl bei BMDCs in Untersuchungen von Nguyen et al., so-
wie bei murinen Makrophagen in Arbeiten von Kimura et al. ließen sich eine verstärkte AHR-
mRNA-Expression nach LPS-Einfluss beobachten [110, 332]. Dass sowohl IDO1 und IDO2 
als auch AHR nach LPS- und Flagellin-Einfluss gleichermaßen verstärkt exprimiert wurden, 
steht im Einklang mit den Erkenntnissen von Vogel et al., Jux et al. sowie von Nguyen et al., 
dass die Expression von IDO in Abhängigkeit der Expression von AHR erfolgt [110-112].  
Demzufolge scheinen proinflammatorische Stimuli wie LPS durch die Hochregulation der 
mRNA von IDO1, IDO2 und AHR in DCs einer überschießenden Immunantwort entgegen-
wirken zu wollen. Allerdings wurde von Huttunen et al., Ploder et al. und Pellegrin et al. in 
diesem Zusammenhang beschrieben, dass bei Trauma-Patienten und Patienten mit bakte-
riämischer Sepsis eine im Rahmen der Entzündungsantwort induzierte verstärkte IDO-
Aktivität in Assoziation mit reduzierten Überlebensraten zu beobachten war. Hierbei ließen 
sich bei nicht überlebenden Patienten bzw. denen, die nach Trauma ein akutes Lungenver-
sagen (ARDS, acute respiratory distress syndrom), ein Multiorganversagen (MODS, multiple 
organ dysfunction syndrom) oder eine bakteriämische Sepsis entwickelten, deutlich vermin-
derte Tryptophanlevel als Folge der verstärkten IDO-Aktivität detektieren [333-335]. Die Er-
gebnisse dieser Arbeiten stehen in Kongruenz mit Beobachtungen von Landfried et al., wo-
bei erhöhte Kynurenin-Level und eine verstärkte IDO-mRNA-Expression in Darmbiopsien 
von Patienten mit schwerer GvHD gemessen werden konnten [270]. Daher lässt sich 
schlussfolgern, dass zwar IDO im Rahmen der Entzündungsantwort zum Erhalt der Immun-
homöostase reaktiv verstärkt exprimiert wird, allerdings die immunsuppressiven den über-
mäßigen immunstimulatorischen Effekten deutlich unterlegen sind und so eine unkontrollierte 
proinflammatorische Immunantwort die Folge ist.  
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6.1.5 Genexpression von Enzymen des Vitamin D3- und Vitamin A-
Stoffwechsels in dendritischen Zellen 
Der aktive Metabolit des Vitamin D3-Stoffwechsels 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 (1,25(OH)2-
VD3), besitzt durch die Modulation der Immunantwort eine insgesamt immunsupprimierende 
Wirkung. 1,25(OH)2-VD3 induziert hierbei die Bildung von TH2-Zellen und Tregs bei gleichzei-
tiger Inhibition der Differenzierung von proinflammatorischen TH1- und TH17-Zellen und be-
wirkt die Bildung von TDCs [158, 167-170]. Von besonderer Bedeutung ist die Tatsache, 
dass DCs selbst in der Lage sind, durch den Besitz von sowohl Sterol-27-Hydroxylase 
(CYP27A1) und 25-Hydroxycholesterol-1-α-Hydroxylase (CYP27B1), 1,25(OH)2-VD3 zu bil-
den [152-154].  
In den Versuchen der vorliegenden Arbeit führte die Inkubation der DCs sowohl mit LPS, 
Flagellin, als auch mit deren Kombinationen zu einer signifikant verstärkten mRNA-
Expression von CYP27B1. Dies steht in Einklang mit Untersuchungen von humanen DCs bei 
Fritsche et al. und Jeffery et al., von murinen DCs bei Entioutina et al. sowie von Monozyten 
bei Adams et al., die einheitlich eine verstärkte Expression des Enzyms in den Zellen nach 
LPS-Stimulation beobachteten [153, 160, 161, 336]. Wie schon in Kapitel 1.2.4.3 beschrie-
ben, sind DCs durch die Hochregulation von CYP27B1 in der Lage, vermehrt 1,25(OH)2-VD3 
zu bilden, um über parakrine Sekretion des Vitamins die Differenzierung ihrer Vorläufer zu 
inhibieren und so das Ausmaß der Entzündungsreaktion zu regulieren [153, 154, 160, 161]. 
Da sowohl LPS-DCs als auch Flag-DCs, trotz der signifikant verstärkten Expression von 
CYP27B1, in hohen Konzentrationen die allogene T-Zellproliferation bei Anwesenheit von 
25-Hydroxy-Vitamin D3 (25(OH)-VD3) kaum beeinflussten, würde es sich daher anbieten, in 
zukünftigen Versuchen in den Überständen der DCs die Konzentration des aktiven Metaboli-
ten 1,25(OH)2-VD3 zu messen.  
MDP zeigte keinen Einfluss auf die Expression des Vitamin-D3-metabolisierenden Enzyms.  
In diesem Zusammenhang wurde interessanterweise von Wang et al. beschrieben, dass die 
NOD2-mRNA-Expression nach Exposition mit 1,25(OH)2-VD3 in humanen Monozyten ver-
stärkt induziert wurde [337]. Möglicherweise hat zwar 1,25(OH)2-VD3 Einfluss auf die Regula-
tion der NOD2-mRNA-Expression, allerdings hat die Aktivierung von NOD2 über MDP kei-
nen Effekt auf die Expression von CYP27B1. Der genaue Zusammenhang müsste in zukünf-
tigen Experimenten evaluiert werden und vor allem nicht Monozyten, sondern DCs einge-
setzt werden, da 1,25(OH)2-VD3 die beiden Zelltypen in ihrer Funktion unterschiedlich beein-
flusst. Zum einen induziert 1,25(OH)2-VD3 die Differenzierung von Monozyten zu Makropha-
gen und stimuliert deren Phagozytosekapazität [166, 167], zum anderen werden DCs durch 
1,25(OH)2-VD3 in ihrer Antigenpräsentationsfähigkeit inhibiert [158, 159]. 
Retinsäure als aktiver Metabolit des Vitamin A-Stoffwechsels hat, neben vielen anderen 
Funktionen im menschlichen Körper, ebenso wie Vitamin D3, eine Vielzahl an immunregula-
torischen Aufgaben. Hierbei steht vor allem die Induktion der Tregs und des „Homing“ von 
Immunzellen in den Darm im Vordergrund, dem eine Aufrechterhaltung der Darmhomöosta-
se zu Grunde liegt [127-137]. Ebenso wie Vitamin D3, induziert Retinsäure die Bildung von 
TH2-Zellen, bei gleichzeitiger Inhibition der Differenzierung von TH1- und TH17-Zellen [138-
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141]. Die metabolisierenden Enzyme ALDH1A1-3 (Aldehyd-Dehydrogenase 1A) sind für die 
Entstehung der Retinsäure aus Retinal verantwortlich [119, 120].  
Die Stimulation der DCs mit den bakteriellen Bestandteilen zeigte in der vorliegenden Disser-
tation unterschiedliche Einflüsse auf die mRNA-Expression von ALDH1A1-3. LPS bewirkte 
eine verminderte mRNA-Expression von ALDH1A1 und ALDH1A3, wobei es keinen Effekt 
auf die Expression von ALDH1A2 zeigte. Die Inkubation der DCs mit Flagellin führte eben-
falls zur verminderten Expression von ALDH1A1 und zur geringfügig verstärkten Expression 
von ALDH1A3, wobei auch Flagellin keinen Einfluss auf die Expression von ALDH1A2 zeig-
te. MDP hatte in Vergleich zur Kontrolle keinerlei Einfluss auf die Genexpression der drei 
Enzyme. Martinelli et al. detektierten eine Expression von Aldh1A1 und Aldh1A2, jedoch 
nicht von Aldh1A3 auf Proteinebene in unreifen humanen moDCs [338]. Die untersuchten 
iDCs der vorliegenden Arbeit exprimierten allerdings die mRNA aller drei Enzyme. Demzu-
folge werden möglicherweise die mRNA-Expression und letztlich die Umsetzung in das Pro-
tein unterschiedlich reguliert. In Versuchen von Manicassamy et al. exprimierten unreife 
murine Milz-DCs keines der drei genannten Enzyme, wobei auch die Stimulation der DCs mit 
LPS das Ausmaß der Expression nicht wesentlich veränderte, was den Ergebnissen der vor-
liegenden Arbeit widerspricht. Lediglich die Stimulation mit Zymosan führte zur Hochregulati-
on der Aldh1A2-mRNA in den Zellen [339]. Im Gegensatz dazu exprimierten im Mausmodell 
MLN-DCs verstärkt Aldh1A2, sowie IECs und PP-DCs vor allem Aldh1A1, wobei Aldh1A3 
von allen Zellen in nur geringem Ausmaß exprimiert wurde [122-124]. Yokota et al. beschrie-
ben, dass murine BMDCs, die mit GM-CSF- (granulocyte/macrophage-colony-stimulating 
factor) und IL-4 generiert wurden, unter sterilen Bedingungen eine verstärkte Expression von 
Aldh1A2 aufwiesen. Gerade die Kombination aus GM-CSF und IL-4 zeigte synergistische 
Auswirkungen hinsichtlich der Aldh1A2-mRNA-Expression. Dieser Effekt wurde durch die 
Inkubation der Zellen mit LPS sowie mit Retinsäure (RA, retinoic acid) weiter verstärkt, was 
sich in der vorliegenden Arbeit allerdings nicht bestätigen ließ [340]. Uematsu et al. zeigten, 
dass die Stimulation mit Flagellin, im Gegensatz zu der mit LPS, zur verstärkten Aldh1A2-
Expression in murinen LP-DCs führte und dies die Generierung von TH1- und TH17-Zellen 
sowie von IgA-produzierenden B-Zellen induzierte [341]. Ferner veranschaulichten Feng et 
al. in ihrer Arbeit, dass murine BMDCs auf die Stimulation mit sowohl LPS als auch Flagellin  
mit der Hochregulation von Aldh1A2-mRNA reagierten, wobei der Effekt durch die zusätzli-
che Gabe von RA deutlich amplifiziert wurde [342]. Die Diskrepanz der Ergebnisse der vor-
liegenden Dissertation und den genannten Arbeiten lässt sich möglicherweise auf die Ver-
wendung von murinen DCs sowie den Einsatz von höheren Konzentrationen an LPS und 
Flagellin von jeweils 1µg/ml zurückführen. Zudem zeigen die unterschiedlichen Ergebnisse, 
dass die ALDH1A-Expression sehr gewebe- und speziesabhängig reguliert wird.  
Interessanterweise führte in der vorliegenden Arbeit die Stimulation der DCs mit der Kombi-
nation aus LPS und Flagellin bzw. MDP zur signifikant verstärkten Expression von ALDH1A1 
und bei der Kombination von LPS und MDP zudem von ALDH1A2, was dem Stand der Lite-
ratur zufolge, in der vorliegenden Dissertation in dieser Form erstmalig bei humanen moDCs 
untersucht und beobachtet wurde.  
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6.1.6 Einfluss von dendritischen Zellen auf die Induktion der allogenen 
T-Zellantwort  
Allogene Spender-T-Lymphozyten erkennen im Rahmen der allogenen SZT bzw. der GvHD 
die MHC-Moleküle von Empfängerzellen als fremd, was zur Aktivierung, Proliferation und 
Differenzierung der naiven allogenen T-Zellen führt. Hinzu kommt, dass die DCs durch bak-
terielle Bestandteile, die durch eine geschädigte Epithelbarriere in das Gewebe gelangt sind, 
aktiviert werden und durch die Expression von kostimulatorischen Molekülen und die Sekre-
tion von proinflammatorischen Zytokinen die allogene T-Zellantwort zusätzlich verstärken 
[204, 208-210]. Das Ausmaß dieser Alloreaktion wurde in der vorliegenden Arbeit anhand 
der Messung der Proliferation von allogenen T-Zellen mittels „MLR“ (mixed lymphocyte reac-
tion) analysiert. Die DCs, welche mit den unterschiedlichen bakteriellen Komponenten und 
deren Kombinationen stimuliert wurden, sind hierbei in absteigender Konzentration mit einer 
konstanten Anzahl an naiven allogenen T-Zellen inkubiert und der Einfluss dieser DCs auf 
die T-Zellproliferation untersucht worden. In Kokultur mit aufgereinigten allogenen konventio-
nellen CD4+CD25+ T-Zellen wurde analysiert, welche Art der T-Zellantwort nach Inkubation 
mit den stimulierten DCs induziert wurde. Die jeweiligen T-Zell-Subpopulationen wurden an-
hand der Messung typischer intrazellulärer Zytokine IFN-γ und IL-2 (TH1), IL-4 (TH2) sowie 
des Transkriptionsfaktors FoxP3 (forkhead-box-protein 3) (Treg) charakterisiert. Entspre-
chend ihres Phänotyps induzierten LPS-DCs, unabhängig vom DC-T-Zell-Verhältnis, im Ver-
gleich zu allen anderen Ansätzen eine deutlich verstärkte Proliferation der allogenen T-
Lymphozyten. Diese Beobachtung lässt sich anhand der signifikant verstärkten Hochregula-
tion der kostimulatorischen Moleküle CD80 und CD86, sowie der Expression von CD83, 
HLA-DR und β2M begründen (siehe Kapitel 6.1.1). Zudem sezernierten die LPS-DCs in der 
vorliegenden Dissertation erhöhte Mengen an proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6, IL-
23 und IL-12 (siehe Kapitel 6.1.2), was zur Bildung von signifikant verstärkten Mengen an 
allogenen IFN-γ+ T-Zellen führte. Diese Ergebnisse decken sich einheitlich mit den Ergebnis-
sen aus Arbeiten von Means et al., Chamorro et al., Todate et al., Chan dran et al. sowie von 
Visintin et al., die eine verstärkte Proliferation von allogenen T-Zellen, insbesondere von IFN-
γ+ T-Zellen, nach Inkubation mit murinen bzw. humanen LPS-DCs beobachten konnten [8, 
10, 296, 311, 343]. Im Gegensatz zu TDC, die die Bildung von Tregs im Sinne einer Immun-
suppression induzieren [20-23], liegt die Aufgabe von immunogenen DCs, wie u.a. LPS-DCs, 
in der Abwehr und Elimination von Pathogenen und somit in der Induktion einer proinflamma-
torischen Immunantwort [1, 25]. Demzufolge erscheint es ersichtlich, dass sich in den Ansät-
zen mit LPS-DCs eine verminderte Anzahl an regulatorischen FoxP3+ T-Zellen im Vergleich 
zur Kontrolle nachweisen ließ, da diese die proinflammatorische TH-1-Antwort inhibieren. 
Es zeigte sich hingegen kein Effekt von LPS-DCs hinsichtlich der Anzahl von IL-2+ T-Zellen. 
IL-2 stellt ein essentielles Zytokin für die Proliferation von Effektor-T-Zellen dar, welches 
nach Aktivierung der Effektor-T-Zellen freigesetzt wird und zur Hochregulation des IL-2-α-
(CD25)-Rezeptor auf den T-Zellen führt. Hierdurch wird die Proliferation der Effektor-T-Zellen 
im Sinne eines positiven Feedbackmechanismus über auto- und parakrine Wege aufrecht-
erhalten [344-347]. Da LPS-DCs im Allgemeinen eine signifikant verstärkte Proliferation von 
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allen allogenen T-Zellen in der MLR induzierten, hätten demzufolge in den Ansätzen mit 
LPS-DCs im Vergleich zur Kontrolle ebenso erhöhte Mengen an IL-2+ wie auch IFN-γ+ T-
Zellen zu detektieren sein müssen. Da der intrazelluläre Zytokingehaltes der allogenen T-
Zellen nicht in einem zeitlichen Verlauf, sondern nur zu einem bestimmten Zeitpunkt gemes-
sen wurde, lässt sich daher mutmaßen, dass IL-2 möglicherweise deutlich früher verstärkt 
von den T-Zellen sezerniert wurde.  
Des Weiteren gilt IL-2 auch als Stabilisator der Suppressorfunktion von FoxP3+ Tregs und 
garantiert deren Überleben [83-86]. Da IL-2 allerdings nicht von den Tregs selbst sezerniert 
wird, ist die Stabilität der Tregs von der IL-2-Sekretion der aktivierten Effektor-T-Zellen ab-
hängig und bedarf daher einer engen räumlichen Beziehung der unterschiedlichen T-
Zelltypen zueinander [347]. Da Effektor-T-Zellen im Gegensatz zu Tregs IL-2 möglicherweise 
nicht zum Überleben, sondern nur als Proliferationsreiz benötigen, wären die nicht erhöhten 
IL-2-Level zum Zeitpunkt der Messung möglicherweise ebenfalls ein Grund für die signifikant 
verminderte Detektion von FoxP3+ T-Zellen unter LPS-Einfluss, da ihre Stabilität von IL-2 
abhängig ist. Demnach wäre es interessant, in weiteren Versuchen den zeitlichen Verlauf der 
produzierten intrazellulären Zytokine zu untersuchen, um die Hypothese einer zeitlich ver-
setzten Sekretion von IL-2 und IFN-γ durch die T-Zellen möglicherweise zu bestätigen und 
die Rolle von IL-2 für FoxP3+ T-Zellen unter LPS-Einfluss zu konkretisieren. Zudem ließ sich, 
trotz signifikant verstärkt freigesetzter Mengen an IL-10, kein Einfluss von LPS-DCs auf die 
Bildung von allogenen IL-4+ T-Lymphozyten in der vorliegenden Arbeit nachweisen. Wie 
auch schon in Kapitel 1.2.3 beschrieben, hemmt IFN-γ, welches im Rahmen der TH1-Antwort 
von den T-Zellen sezerniert wird, die TH2-Antwort [3, 53, 66-68]. Da in der vorliegenden Dis-
sertation vorwiegend IFN-γ+ T-Zellen in der Kokultur mit LPS-DCs induziert wurden, erklärt 
sich daher am ehesten der beobachtete Einfluss von LPS-DCs auf die allogene TH2-Antwort.  
Des Weiteren ließen sich in den Kokulturen unter LPS-Einfluss keine IL17+ T-Zellen detektie-
ren, obwohl LPS-DCs signifikant verstärkt IL-6 und IL-23 sezernierten, die an der Generie-
rung einer TH17-Antwort beteiligt sind [72-76]. Allerdings geschieht dies nach Angaben von 
Weaver et al. nur in Abwesenheit von TH1- oder TH2- polarisierenden Zytokinen [67], wobei 
in der vorliegenden Arbeit signifikant verstärkte Mengen an IL-12 und IL-10 von LPS-DCs 
sezerniert wurden. Da auch die Anwesenheit von TGF-β zusammen mit IL-6 für die Induktion 
der TH17-Antwort nötig ist [67], wäre es interessant, in zukünftigen Arbeiten die Zytokin-
konzentration von TGF-β in den Überständen der DCs zu messen, da dies möglicherweise 
zu wenig von den DCs freigesetzt wurde und somit erst gar keine TH17-Zellen induziert wer-
den konnten.  
Die Stimulation der DCs mit Flagellin (Flag-DC) zeigte in der vorliegenden Dissertation im 
Vergleich zur Kontrolle keinen Einfluss auf die allogene T-Zellproliferation und -differ-
enzierung. Dies lässt sich möglicherweise damit erklären, dass Flagellin zwar die Expression 
von CD80, nicht aber von CD83 und CD86, verstärkte und die Freisetzung des T-
Zellpolarisierenden proinflammatorischen Zytokins IL-12 im Vergleich zur Kontrolle nicht we-
sentlich beeinflusste. Somit scheint Flagellin in der vorliegenden Arbeit ein nur geringes Po-
tential zur Induktion einer T-Zellantwort zu besitzen. In den Arbeiten von Means et al. und 
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Agrawal et al. zeigte sich allerdings ein gegenteiliger Effekt. Hierbei induzierten die Flag-DCs 
einen ebenso hohen Prozentsatz an allogenen IFN-γ+ T-Zellen wie LPS-DCs [10, 348]. Aller-
dings sezernierten die Flag-DCs bei den Versuchen von Agrawal et al. auch wesentlich grö-
ßere Mengen an IL-12. Die Unterschiede zwischen den Ergebnissen der vorgelegten Disser-
tation und den genannten Arbeiten lassen sich zudem möglicherweise auf die Verwendung 
verschiedener Konzentrationen von LPS (0,1 bis 1 µg/ml) und Flagellin (0,5 µg/ml, 20nM), 
anderen Inkubationszeiten sowie die Ermittlung des intrazellulären Zytokingehaltes mittels 
einer anderen Versuchsmethode (ELISA versus Durchflusszytometrie) zurückführen [10, 
348]. Hinsichtlich des Einflusses von Flagellin auf die T-Zellantwort lassen sich außerdem 
widersprüchliche Angaben in der Literatur finden. Einerseits soll Flagellin nach Angaben von 
Didierlaurent et al. bei murinen DCs zu Induktion einer TH2-Antwort führen, welche sich 
durch die Sekretion von IL-4 und IL-13 auszeichnen [349]. Andererseits induzierte die Akti-
vierung von TLR5 über Flagellin die Generierung einer TH1-Antwort, wie es von Mani-
cassamy et al. und Agrawal et al. beschrieben wurde [25, 348].  
In der vorliegenden Arbeit hatten MDP-DCs im Vergleich zur Kontrolle keinen Einfluss auf 
die allogene T-Zellproliferation. Allerdings ließen sich in den Ansätzen mit MDP-DCs eine 
signifikant höhere Menge an IFN-γ+ T-Zellen nachweisen, obwohl die T-Zell-modulierenden 
Zytokine, mit Ausnahme von IL-6, durch die MDP-Stimulation der DCs hierbei nicht induziert 
wurden. Eine verstärkte Induktion von allogenen IFN-γ+ T-Zellen durch MDP-DCs ließ sich 
auch in den Arbeiten von Fujimura et al. bestätigen, wobei dort nicht konventionelles MDP, 
sondern MDP-Lys zur Stimulation der DCs eingesetzt wurde und die IFN-γ-Produktion der 
allogenen T-Zellen vor allem bei Kombination von MDP-Lys und IFN-β signifikant verstärkt 
wurde [312]. Zudem konnte Todate et al. bei der Inkubation von allogenen T-Zellen mit DCs, 
die mit MDP-Lys (L18) stimuliert wurden (MDP-Lys-DC), eine ähnlich starke Induktion der 
allogenen T-Zellproliferation wie bei Inkubation der Zellen mit LPS-DCs beobachten [311]. 
Demgegenüber stehen die Arbeiten von Tada et al. und Castellaneta et al., die weder eine 
verstärkte T-Zellproliferation noch eine höhere Anzahl an IFN-γ+ T-Zellen bei der Untersu-
chung von humanen und murinen DCs detektieren konnten [282, 294]. Magelhaes et al. pos-
tulierten, dass die Aktivierung von NOD2 über MDP bei murinen BMDCs die Induktion einer 
TH2-Antwort zur Folge hat [309]. Obwohl MDP-DCs signifikant mehr IL-6 sezernierten, wel-
ches u.a. eine TH2-Antwort einleitet [350, 351], induzierten die MDP-DCs in der vorliegenden 
Arbeit keinen höheren Prozentsatz an IL-4+ T-Lymphozyten als iDCs. Dies lässt sich mög-
licherweise am ehesten durch die fehlende Produktion des TH2-polarisiernden Zytokins IL-10 
von Seiten der MDP-DCs und die Präsenz von IFN-γ in der Kokultur erklären, welches die 
TH2-Antwort inhibiert. Demzufolge scheint MDP, obwohl es sich hinsichtlich des Reifungszu-
stands nicht von iDCs unterscheidet, über einen noch unbekannten Mechanismus im Rah-
men der T-Zelldifferenzierung einen gewissen proinflammatorischen Einfluss zu haben.  
Die Stimulation der DCs mit den Kombinationen aus LPS und Flagellin bzw. MDP führte im 
Vergleich zu LPS alleine, unabhängig vom DC-T-Zell-Verhältnis, zu keiner Veränderung der 
allogenen T-Zellproliferation oder T-Zelldifferenzierung. Dies steht im Einklang mit den Er-
gebnissen, dass die DCs, die mit den Kombinationen stimuliert wurden, keine verstärkte Ex-
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pression der Reifungsmarker CD80, CD83 und CD86 sowie von HLA-DR und β2M aufzeig-
ten. Jedoch wurde die Sekretion von IL-12, IL-23 und IL-10 bei Kombination von LPS und 
MDP, im Vergleich zur alleinigen LPS-Stimulation signifikant verstärkt (siehe Kapitel 6.1.1 
und 6.1.2). Interessanterweise beobachtete Tada et al., dass die Stimulation von humanen 
DCs mit MDP und synthetischem Lipid A eine signifikant verstärkte IFN-γ-mRNA-Expression 
in allogenen T-Zellen induzierte, wobei der Effekt eindeutig von der Präsenz von IL-12 ab-
hängig zu sein schien [283]. Obwohl die Kombination aus LPS und MDP in der vorliegenden 
Arbeit zwar zur signifikant verstärkten IL-12-Freisetzung führte, zeigte dies keinen Effekt hin-
sichtlich der Induktion der allogenen T-Zellproliferation und insbesondere keine Auswirkung 
auf die Generierung von IFN-γ+ T-Zellen. Dies veranschaulicht, dass eine verstärkte T-Zell-
proliferation nicht ausschließlich von der vermehrten Zytokinsekretion abhängig ist, sondern 
noch durch andere, noch unbekannte Faktoren beeinflusst wird. Zudem lassen sich die Dis-
krepanzen der Ergebnissen von Tada et al. und denen der vorliegenden Arbeit möglicher-
weise durch den Einsatz einer wesentlich höheren Konzentration an MDP (10 µg/ml) bei 
Tada et al. und die Verwendung von synthetisiertem Lipid A, welches den wirksamsten Teil 
von LPS darstellt [29, 30], erklären [282].  
Wie von Jin et al. beschrieben wurde, exprimieren aktivierte CD4+ T-Zellen, ebenso wie auch 
DCs, auf ihrer Oberfläche die Rezeptoren TLR4 und TLR5 [352]. Die Stimulation von muri-
nen CD4+ T-Zellen mit LPS aus Salmonella typhimurium induzierte deren Proliferation und 
IFN-γ-Sekretion, wie es von Liu et al. beobachtet werden konnte. Interessanterweise führte 
auch die Aktivierung von TLR4 bzw. TLR5 auf CD4+CD25+ Tregs über LPS bzw. Flagellin, in 
der Abwesenheit von APCs, direkt zur Aktivierung der Tregs und steigerte deren immun-
suppressive Wirkung [353-355]. Da im menschlichen Körper die bakteriellen Stimuli nicht 
nacheinander oder gezielt auf die unterschiedlichen Zelltypen treffen, wäre es demzufolge 
interessant, in zukünftigen Versuchen zu evaluieren, ob sich Unterschiede hinsichtlich der T-
Zellproliferation und -differenzierung im Vergleich zu den Ergebnissen dieser Arbeit ergeben, 
wenn man einer Kokultur aus unreifen DCs und naiven allogenen T-Zellen direkt die bakteri-
ellen Stimuli zugeben bzw. die Reaktion von T-Zellen in Abwesenheit von APCs untersuchen 
würde. Rahman et al. zeigten nämlich, dass FoxP3+ T-Zellen, die mit MDP stimuliert wurden, 
vor dem Fas-vermittelten Zelltod geschützt wurden, wobei dieser Effekt bei Vorhandensein 
eines NOD2-Polymorphismus nicht beobachtet werden konnte [356]. 
Da DCs in der Lage sind, 25(OH)-VD3 zum aktiven Metaboliten 1,25(OH)2-VD3 umzusetzen 
[152-154], wurden einem Teil der Ansätze in der vorliegenden Arbeit 25(OH)-VD3 zugesetzt, 
um einen möglichen immunsupprimierenden Effekt von 1,25(OH)2-VD3 auf die T-
Zellproliferation feststellen zu können. Die Zugabe von 25(OH)-VD3 bewirkte bei hohen LPS-
DC-Konzentrationen nur einen schwachen inhibitorischen Effekt auf die Proliferation der al-
logenen T-Zellen, wobei bei niedrigeren DC-T-Zell-Verhältnissen von 625 bis 5000 
DC/100.000 T-Zellen unter dem Einfluss von LPS eine verstärkte Suppression der T-Zellpro- 
liferationsrate zu detektieren war. Das unveränderte Ausmaß der T-Zellproliferation bei ho-
hen DC-Konzentrationen lässt sich möglicherweise durch das Überwiegen des proinflamma-
torischen Einflusses von LPS erklären, der dem VD3-Effekt scheinbar überlegen ist.  
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Zudem scheint das „Vitamin-D-Binding“-Protein (DBP) eine regulierende Funktion hinsicht-
lich der Verfügbarkeit von 25(OH)-VD3 für DCs zu haben, wie es von Jeffery et al. bei Versu-
chen mit humanen DCs beobachtet wurde. Da DBP das inaktive 25(OH)-VD3 verstärkt bin-
det, entzieht es somit den DCs 25(OH)-VD3 zur Metabolisierung in das aktive 1,25(OH)2-VD3, 
wodurch die antiinflammatorische Wirkung der DCs auf die T-Zellantwort inhibiert wird. Dies 
könnte auch im Falle der vorliegenden Dissertation zutreffen, da hierbei 5 %-iges AB-Serum, 
welches DBP enthalten müsste, dem Medium zugesetzt wurde, wobei Jeffery et al. den 
immunsupprimierenden Effekt auf die T-Zellproliferation in Serum-freien Medium beobach- 
teten [336].  
Obwohl Flag-DCs im Vergleich zu iDCs die mRNA von CYP27B1 signifikant verstärkt expri-
mierten (siehe Kapitel 6.1.5), zeigte die Koinkubation von 25(OH)-VD3 mit Flag-DCs keinerlei 
immunmodulatorische Auswirkungen auf die T-Zellproliferation, die allerdings auch ohne 
VD3-Einfluss durch die Stimulation mit Flagellin in ihrem Ausmaß nicht verändert wurde.  
Auch die Kombination aus 25(OH)-VD3 und MDP-DCs bewirkte keinerlei Veränderungen 
hinsichtlich der Proliferation der T-Zellen. Die Kombination von LPS und MDP inhibierte al-
lerdings bei Anwesenheit von 25(OH)-VD3 sowohl bei hohen als auch bei niedrigen DC-T-
Zell-Verhältnissen die T-Zellproliferation. Die DCs, die mit der Kombination aus LPS und 
MDP stimuliert wurden, induzierten im Vergleich zu LPS alleine jedoch keine verstärkte 
mRNA-Expression von CYP27B1. Demzufolge müssen andere Mechanismen existieren, die 
den immunsuppressiven Effekt der Kombination von LPS und MDP auf die allogene T-
Zellproliferation erklären könnten. Hierbei könnte möglicherweise MDP eine entscheidende 
Rolle zukommen (siehe Kapitel 6.2), da LPS in Kombination mit 25(OH)-VD3 alleine keinen 
inhibitorischen Effekt auf die T-Zellproliferation bei hohen DC-Konzentrationen bewirkte. Zu-
dem wäre es von besonderem Interesse zu evaluieren, welchen Effekt die mRNA-
Expression der Vitamin-A-metabolisierenden Enzyme ALDH1A1 und ALDH1A2 hinsichtlich 
der T-Zellantwort haben könnte, da diese in den DCs bei der Stimulation mit der Kombination 
aus LPS und MDP, im Vergleich zu der mit LPS alleine, signifikant verstärkt exprimiert wur-
den (siehe Kapitel 6.1.5). Demzufolge wäre es für zukünftige Versuchsansätze interessant, 
durch Zugabe des Vorläufers Retinal zu den MLRs, den Einfluss von Vitamin A auf die T-
Zellproliferation zu untersuchen, bzw. einen möglichen synergistischen Effekt der beiden 
Vitamine zu prüfen. Des Weiteren sollte im Rahmen der Messung von intrazellulären Zytoki-
nen und des Transkriptionsfaktors FoxP3 evaluiert werden, welche Art von T-Zellen unter 
VD3- oder auch Vitamin A-Einfluss von den DCs induziert bzw. inhibiert werden.  
Zudem wurde von Gambhir et al., Chamorro et al. und Ferreira et al. beschrieben, dass 
1,25(OH)2-VD3, welches von den DCs umgesetzt wurde, nur dann einen hemmenden Effekt 
auf die proinflammatorische LPS-Wirkung hinsichtlich der Sekretion von proinflammatori-
schen Zytokinen wie IL-6, TNF und IL-12 und der Induktion einer allogenen T-Zell-
proliferation hatte, wenn LPS zeitlich vor 1,25(OH)2-VD3 direkt den murinen DCs zugegeben 
wurde [296, 357, 358]. Daher bietet es sich an, in zukünftigen Arbeiten die unreifen DCs zu-
nächst mit 25(OH)-VD3 zu inkubieren, ihnen im Verlauf die bakteriellen Stimuli zuzuführen 
und dann den Einfluss dieser DCs auf die allogene T-Zellproliferation und T-Zelldiffer-
enzierung im Rahmen einer MLR zu untersuchen und mit den Ergebnissen dieser Arbeit zu 
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vergleichen. Tabelle 6.1 liefert eine Übersicht über die Einflüsse der unterschiedlichen bakte-
riellen Stimuli und deren Kombinationen auf humane DCs im Vergleich zu iDCs hinsichtlich 
der Oberflächenantigenexpression, der Zytokinsekretion, der Genexpression sowie der Aus-
wirkungen auf die allogene T-Zellantwort in Abhängigkeit von VD3. 
 
Tabelle 6.1: Übersicht über die Einflüsse von LPS, Flagellin und MDP sowie deren 
Kombinationen auf humane DCs im Vergleich zu iDCs 
 
LPS Flagellin MDP 
 
LPS + 
Flagellin 
 
 
LPS + 
MDP 
 
Oberflächenantigene    
 
 
 
 
 
kostimulatorische Moleküle 
(CD80, CD86), Reifungsmarker 
(CD83, HLA-DR, β2M) 
 
 
↑↑ 
 
− 
(↑ CD80) 
− 
 
↑↑ 
 
↑↑ 
 
koinhibitorische Moleküle  
(CD95, PD-L1) 
 
 
↑↑ 
 
− 
 
− 
 
↑↑ 
 
↑↑ 
 
Zytokinproduktion 
 
   
 
 
 
 
proinflammatorische Zytokine 
(IL-1β, IL-6, IL-8, TNF, IL-12, IL-23) ↑↑ 
 
− 
(↑ TNF, IL-6) 
 
− 
(↑ IL-6) 
↑↑ 
 
↑↑ 
(↑↑↑ IL-12, 
 IL-23) 
 
antiinflammatorisches Zytokin  
(IL-10) 
 
 
↑↑ 
 
− 
 
− 
 
↑↑ 
 
↑↑↑ 
 
Genexpression 
 
   
 
 
 
 
 
PRRs (TLR4, TLR5, NALP3) 
 
 
↓↓ 
 
 
 
− 
 
 
 
− 
 
 
↓↓ 
 
 
↓↓ 
 
 
Autophagozytose (ATG16L1) 
 
− 
 
− 
 
− 
 
− 
 
− 
 
Tryptophan-Stoffwechsel  
(IDO1, IDO2, AHR) 
 
 
↑↑ 
 
↑ 
 
− 
 
↑↑ 
 
↑↑ 
 
Vitamin D3- Stoffwechsel 
(CYP27B1) 
 
 
↑↑ 
 
↑ 
 
− 
 
↑↑ 
 
↑↑ 
 
Vitamin A- Stoffwechsel  
(nur ALDH1A1) 
 
 
↓↓ 
 
↓ 
 
− 
 
↑↑ 
 
↑↑ 
(+ALDH1A2) 
 
 
Allogene T-Zellproliferation 
 
   
 
 
 
 
 
 
ohne Vitamin D3-Einfluss 
 
 
↑↑ 
 
− 
 
− 
 
↑↑ 
 
↑↑ 
 
unter Vitamin D3-Einfluss  
(v.a. bei niedrigen/mittleren DC- 
Konzentrationen) 
 
 
↓ 
 
− 
 
− 
 
↓ 
 
↓ 
 
 
Art der allogenen T-Zellen 
 
     
 
TH1-Zellen  
TH2-Zellen 
FoxP3+ Tregs 
 
↑↑ 
− 
↓↓ 
 
− 
− 
− 
 
↑ 
− 
− 
 
↑↑ 
− 
↓↓ 
 
↑↑ 
− 
↓↓ 
 
Abkürzungen: „↑“= verstärkt exprimiert bzw. sezerniert; „↓“= vermindert exprimiert bzw. sezerniert; 
 „−“ = keine Veränderung;  
 
   Diskussion 
 
  75 
6.2 Rolle von dendritischen Zellen in der Pathophysiologie der 
GvHD nach Inkubation mit bakteriellen Komponenten 
Den Ergebnissen der vorliegenden Dissertation zufolge nimmt LPS, als proinflammatorischer 
Stimulus von DCs, eine zentrale Rolle ein. Dies spiegelte sich nicht zuletzt dadurch wieder, 
dass LPS-DCs in der vorliegenden Arbeit die Bildung von proinflammatorischen TH1-Zellen 
induzierten, wobei sie die Entstehung von FoxP3+ Tregs inhibierten (siehe Kapitel 6.1.6). 
Dies steht im Einklang mit Angaben der Literatur, welche LPS eine essentielle Bedeutung in 
der Pathogenese der akuten GvHD zuschreiben. Die LPS-TNF-Achse wurde von Holler et al. 
als eine der Hauptpathomechanismen der GvHD beschrieben [258]. Cooke et al. veran-
schaulichten in ihrer Arbeit zudem, dass eine Antagonisierung von LPS durch B975, einem 
synthetischen Lipid-A-Analogon, zur Detektion verminderter Level an TNF, zu reduzierten 
intestinalen histopathologischen Gewebeschäden sowie zu verminderten Mortalitätsraten 
von Mäusen führte, wobei der „Graft-versus-Leukämie“ (GvL)-Effekt erhalten blieb [228]. 
Des Weiteren resultierten sowohl die Gabe von IL-1-Rezeptor-Antagonisten, sowie die Neut-
ralisation von IL-1 und TNF in den Versuchen von Hill et al. und Dickinson et al. in einer ver-
minderten GvHD-Mortalität und einer reduzierten Translokation von LPS in die Blutbahn 
[243, 257]. Zudem ist eine Assoziation von TLR4-Mutationen (rs4837656 und rs17582214) 
bei Patienten mit akuter GvHD von Sivula et al. beobachtet worden [359]. Außerdem zeigten 
Mäuse mit TLR4-Defizienz (TLR4 -/-) im GvHD-Modell von Zhao et al. einen deutlichen ver-
minderten Gewebeschaden mit minimaler Lymphozyteninfiltration. Die DCs der TLR4-
Knockout-Mäuse verblieben in unreifem Zustand, was sich an der reduzierten Expression 
der Reifungsmarker CD80, CD86 und CD40, sowie der MHC-II-Moleküle widerspiegelte. Da 
die DCs der TLR4-Knockout-Mäuse vermehrt IL-10 und parallel dazu weniger IL-12 sezer-
nierten, wurde eine wesentlich geringere allogene T-Zellproliferation induziert [360]. Demzu-
folge ließ sich in der vorliegenden Arbeit der proinflammatorische Effekt von LPS auf DCs 
und auf die allogene T-Zellantwort bestätigen und unterstreicht die wesentliche Rolle von 
LPS in der Pathogenese der GvHD.  
Flagellin hatte, wie es der Übersicht aus Tabelle 6.1 zu entnehmen ist, nur partiell proin-
flammatorische Auswirkungen auf die Eigenschaften von DCs und keinen wesentlichen Ein-
fluss auf die allogene T-Zellantwort. Diese Ergebnisse widersprechen allerdings Arbeiten von 
einigen anderen Autoren, die TLR5 bzw. Flagellin eine immunprotektive Rolle im Immunsys-
tem zuschreiben. TLR5-Knockout-Mäuse entwickelten in den Versuchen von Vijay-Kumar et 
al. durch die vermehrte Expression von proinflammatorischen Genen gehäuft spontane Koli-
tiden [262, 263]. Des Weiteren besteht eine Assoziation der TLR5-Mutation (rs10737416) mit 
der Entstehung der akuten GvHD [359]. Zudem zeigte sich ein protektiver Effekt von Fla-
gellin auf Mäuse, die als Empfänger im allogenen SZT-Modell dienten, hinsichtlich des Auf-
tretens der akuten GvHD und der damit assoziierten Gewebeschäden. Hierbei induzierte die 
Injektion von Flagellin die verstärkte Generierung von CD4+CD25+FoxP3+ Tregs in den Emp-
fängermäusen, wie es von den Arbeitsgruppen Hossain et al. und Gong et al. beobachtet 
werden konnte [264, 361]. Diese Beobachtungen in vivo stehen Ergebnissen von Mani-
cassamy et al., Agrawal et al. und Didierlaurent et al. entgegen, die in vitro eine proinflamma-
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torische Antwort im Sinne einer induzierten TH1- bzw. TH2-Antwort als Reaktion auf Flagellin 
in ihren Arbeiten aufzeigten (siehe 6.1.6) [25, 348, 349]. Demzufolge scheint die genaue Rol-
le von Flagellin bzw. TLR5 im Immunsystem noch unklar zu sein.  
Die Stimulation der DCs mit MDP zeigte im Rahmen der vorliegenden Dissertation einen nur 
geringen Einfluss auf die DC-Reifung, die Zytokinsekretion und das Ausmaß der allogenen 
T-Zellproliferation. Allerdings treten die bakteriellen Komponenten im menschlichen Körper 
normalerweise nicht isoliert voneinander auf die Immunzellen, sodass sich die bakteriellen 
Stimuli möglicherweise gegenseitig hinsichtlich ihrer Auswirkungen auf die Immunantwort 
regulieren. In der vorliegenden Arbeit zeigte sich bei der Stimulation der DCs mit der Kombi-
nation von LPS und MDP einerseits eine signifikant verstärkte Sekretion der proinflammato-
rischen Zytokine IL-12 und IL-23, andererseits aber auch eine vermehrte Freisetzung des 
antiinflammatorischen Zytokins IL-10. Interessanterweise induzierten hierbei MDP+LPS-DCs 
in der MLR bei niedrigen DC-Konzentrationen in Anwesenheit von 25(OH)-VD3 eine signifi-
kant geringere allogene T-Zellproliferation als LPS-DCs ohne VD3-Einfluss. In diesem Zu-
sammenhang beobachtete Wang et al., dass die NOD2-mRNA in humanen Monozyten nach 
Exposition zu 1,25-(OH)-VD3 deutlich verstärkt exprimiert wurde [337]. Demzufolge hat mög-
licherweise MDP in Kombination mit LPS erst dann einen supprimierenden Effekt auf die 
proinflammatorische LPS-Antwort im Rahmen der Induktion der allogenen T-Zell-
proliferation, wenn eine Exposition der DCs zu Metaboliten des VD3-Stoffwechsels stattge-
funden hat, dementsprechend NOD2 hochreguliert wurde und somit MDP durch die erhöhte 
Rezeptordichte eine verstärkte immunsupprimierende Wirkung ausüben kann. Dies steht im 
Einklang mit den Meinungen anderer Autoren, die NOD2 bzw. MDP eine immunhomöostati-
sche Funktion zuschreiben [247, 249-253]. Möglicherweise führt eine Mutation von NOD2 
zur Dysregulation der Immunantwort, da die immunregulatorische Funktion von MDP entfällt 
und somit proinflammatorische Mechanismen, insbesondere die Induktion einer TH1-Antwort 
bei gleichzeitiger Inhibition von Tregs unter LPS-Einfluss, überhand nehmen würden. Land-
fried et al. machten hierbei die Beobachtung, dass NOD2-Mutationen mit einem signifikanten 
Verlust an CD4+ T-Zellen, insbesondere FoxP3+ Tregs, in Darm und Haut von Patienten 
nach allogener SZT assoziiert sind [248].  
Zudem unterstreichen folgende Arbeiten die essentielle Rolle von VD3 im Rahmen der allo-
genen SZT bzw. GvHD. Wie von Joseph et al. gezeigt werden konnte, exprimierten humane 
alloreaktive Spender-T-Zellen, die als Vermittler der GvHD gelten, den VDR in deutlich ver-
stärktem Ausmaß. Demzufolge führte die in vitro Vitamin D3-Gabe in deren Versuchen zu 
einer signifikant reduzierten alloreaktiven T-Zellantwort [362]. Daher scheinen die Effekte von 
Vitamin D3 auf T-Zellen eine essentielle Bedeutung im Hinblick auf ein vermindertes Auftre-
ten der GvHD nach allogener SZT zu haben. Dies spiegelt sich auch in den Beschreibungen 
von Kreutz et al., Pakkala et al., Rosenblatt et al. und Benrashid et al. wider, die einen Man-
gel von VD3 im Rahmen der akuten GvHD in ihren Untersuchungen beobachteten konnten 
[164, 271, 272, 363]. Des Weiteren konnte von Kreutz et al. gezeigt werden, dass eine pro-
phylaktische UVB-Bestrahlung nach SZT das Ausmaß der Haut-GvHD deutlich vermindern 
konnte. Diese protektiven Auswirkungen konnten einer sinkenden Anzahl von Langerhans-
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zellen und dermalen DCs des Empfängers, signifikant steigenden 25(OH)VD3-Leveln sowie 
einer erhöhten Anzahl an zirkulierenden CD4+FoxP3+ Tregs zugesprochen werden [275].  
Des Weiteren induzierte die Stimulation der DCs mit LPS in Kombination sowohl mit Flagellin 
als auch LPS in der vorliegenden Arbeit eine signifikant verstärkte mRNA-Expression der Vi-
tamin A-metabolisierenden Enzyme ALDH1A1 und ALDH1A2. Koenecke et al. beschrieben 
hierbei eine essentielle Rolle von Vitamin A hinsichtlich der Pathogenese der Darm-GvHD in 
Mäusen. In Vitamin A-defizienten (VAD) Mäusen, die einer allogenen SZT unterzogen wur-
den, ließen sich einerseits eine verminderte Anzahl an Spender-CD4+ T-Zellen im Darm, an-
dererseits vermehrte Zellzahlen und Gewebeschäden in anderen GvHD-Organen der VAD-
Mäuse nachweisen. Dies wurde auf ein gestörtes Darm-„Homing“ durch den Vitamin A-
Mangel zurückgeführt, wobei eine verminderte Expression der „Homing“-Rezeptoren α4β7-
Intregrin und CCR9 im GALT (gut associated lymphoid tissue) der VAD-Mäuse zu beobach-
ten war. Die VAD-Mäuse überlebten zwar länger, allerdings wurden sie nicht vor dem Auftre-
ten der GvHD geschützt. Zudem ließen sich vermehrt CD4+IFN-γ+ Spender-T-Zellen und eine 
geringere Anzahl an CD4+FoxP3+ Spender-T-Zellen in VAD-Mäusen detektieren. Demzufol-
ge reduzierte ein Vitamin-A-Mangel das Auftreten einer Darm-GvHD, bewirkte aber dennoch 
eine fatale Entzündungsreaktion in anderen GvHD-Organen nach allogener SZT [364].  
Aus den dargelegten Daten lässt sich daher festhalten, dass möglicherweise gerade die 
Kombination aus Vitamin A und Vitamin D3 synergistische Wirkungen hinsichtlich der Prä-
vention der GvHD nach allogener SZT haben könnte. Zudem könnte eine NOD2-Mutation 
bei DCs, die simultan mit LPS und MDP stimuliert wurden, eventuell eine verminderte 
mRNA-Expression von ALDH1A1 und ALDH1A2 sowie eine fehlende Inhibition der alloge-
nen T-Zellproliferation unter Vitamin D3-Einfluss bewirken, wodurch die immunprotektiven 
Wirkungen von Vitamin A und Vitamin D3 bei NOD2-Mangel inhibiert bzw. aufgehoben wer-
den könnten und eine überschießende proinflammatorische Immunantwort die Folge wäre.   
 
Grundlage dieser Arbeit war die Annahme, dass konventionelle hämatopoetische DCs durch 
die Interaktion mit allogenen T-Lymphozyten eine Hauptrolle im Rahmen der Induktion der 
akuten GvHD spielen. Aus diesem Grund lag es nahe, diese Zellen und ihren Einfluss auf 
allogene T-Zellen genau zu charakterisieren. Allerdings werden zirkulierende DCs im Rah-
men des Chimärismus rasch durch Spender-DCs ersetzt [365], die wiederum in der Lage 
sind, durch das Anbieten von Empfänger-Antigenen gegenüber Spender-T-Zellen die GvHD 
zu verstärken [366]. Des Weiteren können nach Angaben von Koyama et al. nicht nur kon-
ventionelle DCs, sondern auch pDCs allogene T-Zellen primen und eine GvHD auslösen 
[367]. Wie von Kim et al. beschrieben wurde, können auch organabstammende DCs, die 
unter anderem „Homing“-Moleküle auf alloreaktiven T-Lymphozyten induzieren, zu einer 
Verschlimmerung der GvHD, besonders im Darm, führen [368]. Neue Studien stellen DCs an 
sich als Hauptinduktoren der GvHD in Frage. So ließ sich bei Untersuchungen von Koyama 
et al. veranschaulichen, dass murine nicht-hämatopoetische Empfänger-APCs in den GvHD-
Zielorganen eine universelle Spender-T-Zellexpansion induzierten, welche mit einer erhöhten 
GvHD-Mortalität in Assoziation stand [369]. Des Weiteren konnte von Li et al. gezeigt wer-
den, dass auch der Verlust von konventionellen DCs des Empfängers, sowie von pDCs als 
   Diskussion 
 
  78 
auch von B-Zellen keinen ausreichenden Schutz vor einer Entstehung der GvHD darstellt 
[370]. Zuletzt konnten alloreaktive T-Zellen trotz gestörtem TLR-Signalwegen, über die DCs 
unter anderem ihre Wirkung ausüben, und verminderten IL-12 und IL-1β-Konzentrationen 
aktiviert werden [371]. Allerdings muss hierbei erwähnt werden, dass sich diese Daten nur 
auf Ergebnisse aus Tiermodellen beziehen und erst evaluiert werden müsste, ob diese Be-
obachtungen auch für Menschen zutreffend sind. Demnach wäre es interessant, auf Grund-
lage der Ergebnisse der vorliegenden Dissertation, auch andere humane Zellen, wie zum 
Beispiel Immunzellen aus GvHD-Organen oder andere zelluläre Bestandteile des Blutes be-
züglich der Pathophysiologie der GvHD zu untersuchen und im Hinblick auf NOD2-
Mutationen, auch Zellen von Spendern mit NOD2-Mangel bzw. Dysfunktion zu analysieren. 
Zudem exprimieren, wie auch schon in Kapitel 6.1.6 erwähnt, auch T-Zellen selbst TLRs und 
werden von einzelnen bakteriellen Stimuli beeinflusst [352, 356], sodass des Weiteren evalu-
iert werden sollte, inwiefern die bakteriellen Komponenten Einfluss auf isolierte T-Zellen ha-
ben könnten. 
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7 Zusammenfassung 
 
Die Translokation von bakteriellen Komponenten wie beispielsweise Lipopolysaccharid (LPS) 
durch eine geschädigte Epithelbarriere, die im Rahmen der myeloablativen Konditionierung 
vor der Stammzelltransplantation (SZT) entsteht, spielt eine wesentliche Rolle in der Patho-
genese der akuten „Graft-versus-Host-Disease“ (GvHD). Hierbei wird dendritischen Zellen 
(DC, dendritic cell) des Empfängers als Antigen-präsentierende Zellen eine essentielle Be-
deutung in der Detektion dieser bakteriellen Komponenten zugeschrieben, was die Induktion 
der für die akute GvHD typischen Entzündungsreaktion zur Folge hat. Des Weiteren beste-
hen Assoziationen von Mutationen der Rezeptoren NOD2 (nucleotide-binding oligomerisati-
on domain-containing protein), „Toll-like“-Rezeptor (TLR) 4 und TLR5 sowie des Vitamin-D-
Rezeptors (VDR) mit dem Auftreten der akuten GvHD und einer damit verbundenen erhöh-
ten Mortalität. DCs sind zudem durch die Expression von Vitamin D3 (VD3)- und Vitamin A-
metabolisierenden Enzymen, wie die 25-Hydroxycholesterol-1α-Hydroxylase (CYP27B1) und 
die Aldehyddehydrogenasen ALDH1A1-3, in der Lage, die aktiven Metabolite 1,25-Dihy-
droxy-Vitamin D3 (1,25(OH)2-VD3) und Retinsäure aus deren Vorstufen zu synthetisieren. 
DCs verfügen somit über immunregulatorische Mechanismen, die der Aufrechterhaltung der 
Immunhomöostase dienen. Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Frage, inwiefern 
die Bestandteile sowohl grampositiver als auch gramnegativer Bakterien wie LPS, Flagellin 
und Muramyldipeptid (MDP) und deren Kombinationen, die Eigenschaften von DCs verän-
dern bzw. beeinflussen. 
 
LPS zeigte den stärksten proinflammatorischen Einfluss auf die humanen DCs. Es induzierte 
über die verstärkte Expression von kostimulatorischen Molekülen wie CD86 sowie der HLA-
Moleküle HLA-DR und β2M (β2-Mikroglobulin) die Reifung der DCs. Des Weiteren sezernier-
ten die DCs, die mit LPS stimuliert wurden (LPS-DC), signifikant erhöhte Mengen an proin-
flammatorischen Zytokinen wie IL-1β, TNF (Tumornekrosefaktor), IL-6, IL-8, IL-23 und IL-12. 
Dies spiegelte sich in der verstärkten Induktion einer allogenen T-Zellproliferation wider, bei 
der vor allem TH1-typische IFN (Interferon) -γ+ T-Zellen und deutlich weniger TH2-typische IL-
4+ T-Zellen und FoxP3+ (forkhead-box protein 3) T-Zellen detektiert wurden. Neben den pro-
inflammatorischen Einflüssen von LPS ließen sich im Sinne der Aufrechterhaltung der Im-
munhomöostase zudem immunregulatorische Veränderungen, wie eine verstärkte Sekretion 
von IL-10, eine erhöhte Expression des koinhibitorischen Moleküls PD-L1 (programmed cell 
death ligand), des Fas-Rezeptors CD95 sowie der Indolamin-2,3-dihydrogenasen (IDO) 1, 
IDO2 und des Arylhydrocarbonrezeptors (AHR) in LPS-DCs beobachten. LPS inhibierte die 
mRNA-Expression von ALDH1A1 in den DCs, wohingegen es die von CYP27B1 signifikant 
verstärkte. Die Zugabe von 25-Hydroxy-Vitamin D3 (25(OH)-VD3), dem Vorläufer von 
1,25(OH)2-VD3, führte bei niedrigen DC-T-Zellkonzentrationen zu einer verminderten T-Zell-
proliferation, womit LPS einen Einfluss auf den VD3-Stoffwechsel von DC hat.  
Die Inkubation der DCs mit Flagellin (Flag-DC) zeigte einen nur begrenzt stimulatorischen 
Einfluss auf die Zellen. Flagellin induzierte nur partiell eine verstärkte Expression der DC-
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Reifungsmarker wie CD80 sowie eine vermehrte Freisetzung von TNF, IL-6 und IL-8. Dies 
steht in Kongruenz mit den Beobachtungen, dass Flag-DCs weder die allogene T-
Zellproliferation noch die T-Zelldifferenzierung beeinflussten. Zudem wurde die mRNA-
Expression von TLR5 und ALDH1A1 nach Einfluss von Flagellin in den DCs signifikant her-
abreguliert, wobei die mRNA von CYP27B1 und IDO1, IDO2 und AHR nach Flagellin-
Einfluss in den DCs signifikant verstärkt exprimiert wurde. Die Zugabe von 25(OH)-VD3 zu 
den Flag-DCs hatte keinen inhibitorischen Einfluss auf die allogene T-Zellproliferation. 
Demgegenüber bewirkte MDP im Vergleich zur Kontrolle zwar keine Veränderungen bezüg-
lich des Reifungszustandes der DCs, induzierte allerdings die verstärkte Sekretion von IL-6, 
wobei die Freisetzung der übrigen Zytokine und die mRNA-Expression aller untersuchten 
Gene durch MDP unbeeinflusst blieben. Die Stimulation der DCs mit MDP (MDP-DC) im 
Vergleich zu iDCs hatte, auch bei Anwesenheit von 25(OH)-VD3, keine Auswirkungen auf 
das Ausmaß der allogenen T-Zellproliferation. Allerdings ließ sich bei der Inkubation der al-
logenen T-Zellen mit MDP-DCs ein signifikant höherer Anteil an IFN-γ+ T-Zellen nachweisen.  
Die Stimulation der DCs mit der Kombination von LPS und MDP zeigte zwar im Vergleich zur 
Stimulation mit LPS alleine keinen Einfluss auf den Reifungszustand der DCs im Hinblick auf 
die Oberflächenantigenexpression und die Auswirkungen auf die allogene T-Zellantwort, in-
duzierte allerdings eine signifikant verstärkte Sekretion der T-Zellpolarisierenden Zytokine IL-
12, IL-23 und IL-10. Interessanterweise exprimierten die DCs, die mit LPS und MDP bzw. 
Flagellin stimuliert wurden (MDP+LPS-DC bzw. Flag+LPS-DC), im Vergleich zu LPS alleine 
die mRNA von ALDH1A1 und ALDH1A2 in signifikant verstärktem Maße. Zudem führte die 
Zugabe des Vitamin D3-Vorläufers zur einer verminderten allogenen Proliferation der T-
Zellen bei Inkubation mit MDP+LPS-DCs, was darauf hindeutet, dass MDP einen immunre-
gulatorischen Einfluss auf die LPS-vermittelte proinflammatorische Immunantwort haben 
könnte. Dieser Einfluss könnte allerdings beim Vorliegen von NOD2-Polymorphismen gestört 
werden, was eine Dysregulation der Immunantwort und eine überschießende Entzündungs-
antwort zur Folge hätte, wie es auch bei der akuten GvHD zu beobachten ist. Demnach soll-
te die genaue Rolle und der Zusammenhang der beiden Vitamine mit NOD2-
Polymorphismen im Hinblick auf deren Einflüsse auf humane DCs und die allogene T-
Zellantwort in zukünftigen Arbeiten evaluiert werden. 
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